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1. Einleitung

Die Transplantation gesunder Organe als oftmals letzte Therapiemdglichkeit unheilbarer Er-
krankungen stellt eine der bedeutendsten Errungenschaften der modernen Medizin dar.
Standige Neuerungen und Verbesserungen auf dem Gebiet der Transplantationschirurgie
ermoglichen einer zunehmenden Zahl von Patienten ein langeres Uberleben und eine ge-
steigerte Lebensqualitat. Doch eine Verlangerung der Uberlebenszeit nach Organtransplan-
tation geht mit einer Erhdhung des Tumorrisikos einher. Seit 1968 erstmals eine gesteigerte
Inzidenz von malignen Lymphomen bei Nierentransplantierten festgestellt wurde [Penn,
1969], wuchs die Erkenntnis, dass Organtransplantationen und die damit verbundene im-
munsuppressive Therapie durch das vermehrte Auftreten bestimmter Malignomarten kompli-
ziert werden [Penn, 1990]. Dabei steigt das Risiko fur eine Tumorerkrankung mit zunehmen-
der Transplantationszeit. Der Anteil der an einem Tumorleiden neu erkrankten nierentrans-
plantierten Patienten wird 20 Jahre nach Transplantation in Nordamerika und Europa mit
Zahlen zwischen 17 % und 50 % angegeben, in Australien sogar mit 70%.

Ziel dieser Arbeit war es daher, mittels zweier experimenteller Verfahren, namlich des Comet
Assays und des Mikrokerntests, einen Beitrag bei der Suche nach moglichen, auf Ebene der
Erbinformation liegenden Ursachen fur die erhdhte Zahl maligner Erkrankungen bei Nieren-
transplantierten zu leisten. Dabei sollte zum einen die Sensitivitat der Desoxyribonukleinsau-
re (DNS) nierentransplantierter Patienten gegeniiber Mutagenen sowie Art und Ausmafd der
dabei entstehenden Schaden untersucht werden. Zum anderen sollte die Fahigkeit der DNS
erfasst werden, diese Schaden mittels der ihr eigenen Reparaturmechanismen wieder zu
beseitigen. Darlber hinaus sollte die Genomstabilitat dieser Patienten, genauer der Neigung
ihrer Chromosomen, Briiche im Bereich ihrer Arme auszubilden, dokumentiert werden. Bei
beiden Untersuchungen fanden Lymphozyten als Zellmaterial Verwendung, die von nieren-

transplantierten Personen und einem Kontrollkollektiv stammten.



1.1 Einfuhrung in die Problematik der erhéhten Malignominzidenz bei nierentrans-

plantierten Patienten

In diesem Abschnitt werden die Zusammenhénge des gehauften Auftretens maligner Tumo-

ren nach Nierentransplantation erlautert.

1.1.1 Haufigkeit der verschiedenen Malignomformen bei nierentransplantierten Patienten im

Vergleich zur Normalbevélkerung

Das besondere Interesse der Forschung nach den Ursachen fir das erhdhte Malignomrisiko
nach Organtransplantation zielt nicht allein auf die erhdhte Inzidenz maligner Erkrankungen.
Vielmehr gilt es bei der Suche nach méglichen Entstehungsmechanismen auch das Vertei-
lungsmuster der unterschiedlichen Formen bdsartiger Erkrankungen bei nierentransplantier-
ten Patienten, weil es sich von dem der Normalbevélkerung grundlegend unterscheidet, zu
analysieren. Im folgenden Abschnitt wird ein Uberblick tber die haufigsten Malignomarten

bei Nierentransplantierten gegeben.

a. Malignome der Haut: Basalzellkarzinome (Basaliome), Plattenepithelkarzinome, Maligne

Melanome

Die Gruppe der Hautmalignome stellt den gréf3ten Anteil der bei Nierentransplantierten auf-
tretenden bosartigen Neoplasien dar. Dies gilt insbesondere fur Plattenepithelkarzinome, die
bei Transplantierten ein fir sie eher untypisches Erscheinungsbild zeigen und haufig multipel
auftreten. Daruber hinaus ist diese Tumorart bei Transplantierten durch ein bedeutend ag-
gressiveres Wachstum und eine schnellere Metastasierung gekennzeichnet [Penn, 1993].
Wahrend auch Basaliome, die in der Normalbevoélkerung vor allem in den héheren Alters-
gruppen vertreten sind, bei den durchschnittlich jingeren transplantierten Patienten gehauft
beobachtet werden kénnen [Penn, 1991; Penn, 1993; Bouwes Bavinck et al., 1995], ist die
Inzidenz Maligner Melanome kaum erhéht. Eine bedeutende Rolle der UV-Strahlung im Sin-
ne eines Kokarzinogens bei der Karzinogenese dieser Tumorarten wird allseits angenom-

men [Bouwes Bavinck et al., 1995; Glover et al., 1994].

b. Maligne Lymphome, insbesondere Non-Hodgkin-Lymphome (NHL)

Maligne Lymphome stehen an zweiter Stelle der Tumorerkrankungen Nierentransplantierter
und zeigen eine Inzidenzerh6hung um das 28- bis 49-fache gegentber der Normalbevolke-

rung. Davon stellen Non-Hodgkin-Lymphome mit bis zu 94% die Hauptgruppe dar, wahrend
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deren Anteil in der Normalbevélkerung nur 65% betragt [Penn, 1993]. Der vorherrschende
NHL-Typ bei Transplantierten ist das ansonsten extrem seltene Retikulumzellsarkom, das
bei Nierentransplantierten eine Inzidenzerhéhung um das 350-fache zeigt [Penn, 1979]. Oft-
mals weisen die NHL hierbei multizentrischen Befall des zentralen Nervensystems auf oder
nehmen sogar von dort ihren Ausgang [Kinlen et al., 1979; Penn, 1993]. Nicht selten zeigen

die Lymphome auch einen Mitbefall des Spenderorgans [Penn, 1990].

c. Malignome der Niere und ableitenden Harnwege

Im Vergleich zur Normalbevdlkerung ist auch das Risiko, an Karzinomen der Nieren und ab-
leitenden Harnwege zu erkranken, bei nierentransplantierten Personen erhéht. Hierfar
scheint neben der Immunsuppression mitunter auch die zugrundeliegende Nierenerkrankung
und die langfristige Dialysebehandlung verantwortlich zu sein [Penn, 1995]. So lasst sich
besonders bei Patienten mit Analgetikanephropathie ein erhdhtes Risiko fir die Entwicklung
von Urothelkarzinomen verzeichnen [Kliem et al., 1996]. Bei einem Grof3teil der Langzeitdia-
lysepatienten entwickelt sich eine erworbene zystische Nierenerkrankung, die mit einer 30-
bis 40-fach erhthten Inzidenz von Adenokarzinomen der Niere einhergeht [Penn, 1995; Al-
mirall, 1990].

d. Tumoren im Hals-, Nasen- und Ohrenbereich

Ein Anstieg der Inzidenzen von malignen Tumoren des Hals-, Nasen- und Ohrenbereichs
konnte bei Nierentransplantierten ebenfalls beobachtet werden. Dies gilt insbesondere fir
Plattenepithelkarzinome der Kopf- und Halsregion. Bevorzugt befallen sind hierbei die vorde-
ren Zungenpartien, der Zungengrund, das Tonsillenbett und der Larynx [Bradford et al.,
1990]. Als Kokarzinogene stehen jedoch wie bei Gesunden auch bei Nierentransplantierten
das Zigarettenrauchen und der Alkohalabusus im Vordergrund [Bradford et al., 1990]. Bei
zahlreichen nierentransplantierten Patienten finden sich zudem Epitheldysplasien der Stimm-
lippen. Haarzellleukoplakien im Bereich der Mundschleimhaut, die bisher vor allem mit der
Infektion durch das Humane Immunodeficiency Virus (HI-Virus) in Zusammenhang gebracht
wurden, konnten bei Nierentransplantierten in hoher Zahl beobachtet werden [Kanitakis et
al., 1991].

e. Sonstige Tumoren

Weitere haufige Tumorlokalisationen bei Nierentransplantierten betreffen den gynakologi-
schen Bereich. So finden sich gehauft Mammakarzinome oder Plattenepithelkarzinome der
Cervix uteri. Daneben lassen sich erhohte Zahlen von Karzinomen des Ubergangsepithels
im Urogenitaltrakt verzeichnen. Neben diesen auch in der Normalbevolkerung haufig auftre-

tenden malignen Neubildungen, kann jedoch auch eine bemerkenswerte Anzahl seltener
7



Tumorerkrankungen bei Nierentransplantierten beobachtet werden. Dies gilt beispielsweise
fur Kaposi-Sarkome, deren Haufigkeit bei Nierentransplantierten mit 3-6 % angegeben wird.
Dies entspricht einem 400- bis 500-fach erhdhten Risiko einer Kontrollgruppe derselben eth-

nischen Zugehdorigkeit [Penn, 1991].

1.1.2 Zeitliches Auftreten der unterschiedlichen Tumorarten

Fur die einzelnen Malignomformen bei Nierentransplantierten ist ein unterschiedliches zeitli-
ches Auftreten nach der Transplantation charakteristisch. Die kirzeste Latenzzeit hat das
Kaposi-Sarkom mit ca. 20 Monaten, gefolgt von den Lymphomen mit durchschnittlich 33 Mo-
naten. Mit zunehmender Dauer der Zeit nach Organtransplantation steigt das Risiko fur bei-
de Erkrankungen jedoch nicht weiter an. Hautmalignome treten dagegen oft erst Jahre nach
der Transplantation auf. Die langste Latenzzeit haben Plattenepithelkarzinome von Vulva,
Skrotum und Perineum mit durchschnittlich 107 Monaten [Penn, 1990]. Allerdings zeigen
diese wie auch die Karzinome der Haut eine steigende Inzidenz mit Dauer der Transplantati-
onszeit [Hoover und Fraumeni, 1973]. Somit kénnte man auch von einer Zweigipfligkeit des

Auftretens der verschiedenen Malignomformen nach Nierentransplantation sprechen.

1.1.3 Verlaufsmuster maligner Erkrankungen bei nierentransplantierten Patienten im Ver-

gleich zur Normalbevélkerung

Die Malignomerkrankungen bei Organtransplantierten zeigen einen rascheren und aggressi-
veren Verlauf als bei gleichaltrigen Normalpersonen. Eine friihzeitige lymphogene und hdma-
togene Metastasierung tritt mitunter auch bei solchen Tumorarten auf, die gewoéhnlich erst
sehr spat Metastasen setzen. Dies trifft fur Plattenepithelkarzinome der Haut und Schleim-
haute zu [Bottomley et al., 1995; Volgger et al., 1997], aber auch fir Nierenzellkarzinome
[Katai et al., 1997]. Durch dieses Wachstumsverhalten ergibt sich eine erhebliche Prognose-

verschlechterung.

1.1.4 Malignomrisiko unter Langzeitdialyse

Alle nierentransplantierten Patienten dieser Studie waren vor Transplantation Uber einen

Zeitraum von mehreren Monaten bis Jahren Dialyseempfanger. Da auch fir Dialysepatienten



ein erhohtes Risiko fir Tumorerkrankungen besteht, soll in diesem Abschnitt kurz auf die
Problematik der Malignomentstehung bei Dialysepatienten eingegangen werden.

Eine wesentliche Rolle bei der Entstehung bosartiger Tumore bei Patienten unter Langzeit-
dialyse wird vor allem der bei Niereninsuffizienz zu beobachtenden Anreicherung von hete-
rozyklischen Aminen im Serum zugeschrieben [Cuckovic et al., 1996]. Dabei ist gerade das
Tumorrisiko von Patienten, die unter 35 Jahre alt sind, gegeniiber dem alterer Patienten er-
hoht, bei denen das Risiko nur gering Uber dem der Normalbevélkerung liegt [Maisonneuve
et al., 1999]. Ein Zusammenhang zwischen erhéhter Tumorinzidenz und Art des Dialysever-
fahrens wie Hamodialyse, Peritonealdialyse oder beide Arten in Kombination konnte jedoch
nicht entdeckt werden [Maisonneuve et al., 1999]. Eine Erh6hung des Malignomrisikos durch
die Langzeitimmunsuppression nach Nierentransplantation gegentber dem unter chroni-
scher Hamodialyse bestehenden Risiko wird in der Literatur verneint [Pecqueux et al., 1990].
Demzufolge soll Immunsuppression nicht zur Erhéhung des Malignomrisikos von Patienten
beitragen, die Phasen einer jahrelangen Dialyse mit Urdmie ausgesetzt waren [Pecqueux et
al., 1990].

Die Haufigkeitsverteilungen der verschiedenen Malignomarten bei Nierentransplantierten
und bei Dialysepatienten unterscheiden sich deutlich: Sind es bei den Nierentransplantierten
vor allem die Karzinome der Haut, die neben den malignen Lymphomen im Vordergrund ste-
hen, so zeigen die Dialysepatienten ein Uberwiegen von Neoplasien des Urogenitaltraktes
[Pecqueux et al., 1990]. Als mdgliche pradisponierende Faktoren sind hier vor allem die bei
niereninsuffizienten Patienten haufig bestehenden angeborenen oder erworbenen Nierener-
krankungen in Betracht zu ziehen. Daneben darf aber auch die Entwicklung von Zystennie-
ren unter Langzeitdialyse, die wiederum ein deutlich erhéhtes Risiko fir die Entstehung von

Adenokarzinomen der Nieren darstellen, nicht Ubersehen werden.

1.2 Individuelle Disposition und Karzinogenese

Vererbte genetische Veranderungen kénnen neben zahlreichen exogenen Faktoren ursach-
lich fur die Entstehung von malignen Neoplasien in verschiedenen Zielorganen sein. Somit
darf neben der Problematik der Malignomentstehung unter Langzeitimmunsuppression auch
die individuelle Disposition eines jeden Patienten nicht au3er acht gelassen werden. Geneti-
sche Pradispositionen fur die Tumorentstehung weisen beispielsweise Personen mit erbli-
chen Syndromen wie Ataxia teleangiectatica oder Fanconi-Andmie auf. Diese sind durch
hohe Raten von spontanen Chromosomenbriichen gekennzeichnet und lassen sich unter

dem Oberbegriff der sogenannten Chromosome-Breakage-Syndrome zusammenfassen.



Derartige Schaden kommen bei Gesunden erheblich seltener vor. Doch die Neigung zu er-
hohter Chromosomenbrtichigkeit ist nicht die einzige genetische Ursache fir ein erhohtes
Malignomrisiko. Hier kommt auch mutagenen Umweltfaktoren grof3e Bedeutung zu. Dabei
reagieren verschiedene Personen auf gleiche oder dhnliche Faktoren unterschiedlich. Die
Ursache fir die individuell unterschiedliche Suszeptibilitdét gegentiber Umweltkarzinogenen
ist auch in der ungleichen Effektivitdt der DNS-Reparaturmechanismen zu suchen [Setlow,
1984].

Ein wichiges Beispiel fir erbliche Hypersensitivitdt gegeniiber einem Umweltmutagen und
nachfolgender Krebsentwicklung ist die Erkrankung Xeroderma Pigmentosum, bei der eine
Uberempfindlichkeit gegeniiber UV-Licht als Folge eines genetischen Defekts spezifischer

Reparaturenzyme besteht [Hsu, 1987].

1.3 Der Comet Assay zum Nachweis fremdstoffinduzierter DNS-Schaden

Oestling und Johanson entwickelten die Einzelzell-Mikrogelelektrophorese, die ein Bestand-
teil des Comet Assays ist, 1984 in Uppsala, Schweden, um das Migrationsverhalten der DNS
einzelner Zellen nach Bestrahlung zu untersuchen. Fluoreszenzmikroskopisch konnten unter
alkalischen Bedingungen Einzelstrangbriiche, unter neutralen Bedingungen Doppelstrang-
briiche der DNS nachgewiesen werden. Bereits 1978 war Rydberg und Johanson durch Be-
strahlung der Kerne alkalisch lysierter Zellen die Induktion einer Schadigung gelungen, die
zur Bestrahlungsintensitét direkt proportional war. Weitere Modifikationen erfuhr die Einzel-
zell-Mikrogelelektrophorese durch Singh et al. [1988] und Kuchenmeister [1991].

Der Comet Assay ist ein quantitatives Verfahren zur Bestimmung von DNS-Schéaden in ein-
zelnen, nicht proliferierenden Zellen, die durch mutagene Substanzen und ionisierende
Strahlung ausgeltst sein kénnen. Als fir dieses Verfahren geeignetes Material kommen
praktisch alle zu Einzelzellen auflosbaren Gewebe, unter anderem Lymphozyten, Schleim-
hautzellen und Fibroblasten in Betracht. Der Comet Assay ermoglicht auch an Biopsien mit
relativ geringer Zellzahl innerhalb kurzer Zeit aussagekréftige Messungen. Darlberhinaus
lasst diese Methode die Untersuchung von DNS-Reparaturereignissen in einzelnen Zellen zu
[Ostling und Johanson, 1984; Singh et al., 1988; Kuchenmeister, 1991; Olive et al., 1991].
Diese Anwendungsmoglichkeit fand auch in dieser Arbeit Verwendung. Im Verlauf dieses
Verfahrens werden mit Fremdstoffen vorbehandelte Zellen auf speziell vorbereitete Objekt-
trager in Agarose eingebettet. Um frei vorliegende DNS zu erhalten, erfolgt anschliel3end die
Auflésung von Zell- und Kernmembranen durch mehrstindige Aufbewahrung in Iytischer

Losung. In der anschliel3end unter alkalischen Bedingungen durchgefiihrten Elektrophorese,
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zeigt die DNS eine Migration in Anodenrichtung, die proportional zum Ausmald der zuvor

induzierten DNS-Fragmentierung ist.

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Punktstruktur der DNS-Migration bei unfragmen-

tierter DNS einer Einzelzelle

/ AN

Kopf: unfragmentierte DNS Schweif: fragmentierte DNS

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Kometenform der DNS-Migration bei starker

fragmentierter DNS einer Einzelzelle

Verstandlich wird das Migrationsverhalten der DNS in der Elektrophorese, wenn man sich
ihre Organisation im Zellkern vor Augen halt. Die DNS, die als Doppelhelix vorliegt, weist
noch eine zusatzliche Verdrillung (,supercoiling®) auf und ist in dieser Form um Kernproteine
mit Stitzfunktion, sogenannte Histone gewunden. Durch Kontakt mit genotoxischen Sub-
stanzen werden Schaden in den DNS-Stréangen in Form von Einzel- und Doppelstrangbrii-
chen ausgel6st, wodurch es zu einer Lésung der unter Spannung stehenden verdrillten DNS-
Schleifen (,loops*) kommt. Je mehr Einzelstrangbriiche entstehen, desto starker ist die Rela-
xation der DNS und desto langer somit auch die Migrationsstrecke im elektrischen Feld bei
der Elektrophorese. Wahrend unbehandelte Zellen bei der Auswertung vorwiegend eine
Punktstruktur als Zeichen der nicht oder kaum erfolgten Wanderung wahrend der E-
lektrophorese aufweisen, stellen sich die mit einer Noxe inkubierten Zellen als Kometen dar.

Dabei wird die fragmentierte DNS im Kometenschweif sichtbar. Unterschiede in den DNS-
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Migrationen innerhalb eines gleich behandelten Patientenkollektivs lassen sich durch mehre-
re Faktoren erklaren. So kann von Patient zu Patient die Permeabilitdt der Zellmembran fir
die verwendete Testsubstanz variieren. Auch die Aktivitat der DNS-Reparaturenzyme unter-

liegt interindividuellen Schwankungen [Singh et al., 1988; Kuchenmeister, 1991].

Abbildung 3: Die fragmentierte DNS eines Lymphozyten im Comet Assay

1.4 N-Nitrosodiethylamin (NDEA) als Testsubstanz der Lymphozytenreparaturversu-

che

In den mittels der Technik des Comet Assays durchgefiihrten Lymphozytenreparaturversu-
chen fand N-Nitrosodiethylamin (NDEA) als die DNS schadigendes Agens Verwendung. Bei
NDEA, einer N-Nitrosoverbindung, handelt es sich um einen in vielen Substanzen, insbe-
sondere im Tabakrauch, enthaltenen Schadstoff. In zahlreichen Tierexperimenten an ver-
schiedenen Spezies konnte der Nachweis einer krebserzeugenden Wirkung von NDEA, wie
auch von zahlreichen anderen N-Nitrosoverbindungen erbracht werden [Schmé&hl und Habs,
1980; Lewis et al., 1997; Brown-Peterson et al., 1999]. NDEA ist ein multipotentes Karzino-
gen mit Wirkung auf viele Organe. Dabei besteht ein umgekehrt proportionaler Zusammen-
hang zwischen verabreichter Dosis und Latenzzeit bis zum Auftreten maligner Transformati-
on [Lewis et al., 1997]. Gerade fur den Organotropismus dieser Substanz spielt die taglich

verabreichte Dosis eine entscheidende Rolle. Je nach der verabreichten taglichen Dosis wa-
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ren bei derselben Tierspezies unterschiedliche Organe betroffen [Schméahl und Habs, 1980].
Dabei spielt der Weg der Inkorporation jedoch keine entscheidende Rolle. NDEA entfaltet
unabhangig von oraler, intravenéser, transkutaner, subkutaner oder diaplazentarer Gabe
systemische Wirkungen. Daneben ist jedoch auch eine lokale Wirkung am Ort der Applikati-
on madglich [Schméhl und Habs, 1980]. NDEA wird, wie die anderen N-Nitrosoverbindungen
auch, in der Leber, die auch das Hauptzielorgan bei der Karzinogenese durch diese Sub-
stanz ist [Schmé&hl und Habs, 1980; Brown-Peterson et al., 1999], Giber das Cytochrom P450
System metabolisiert. Dabei entstehende Carboniumionen wirken an der DNS und der RNS

als Alkylantien und somit direkt kanzerogen [Lewis et al., 1997].

1.5 Mikrokerntest - Entwicklung und Aussagefahigkeit

Der Mikrokerntest ist ein Verfahren zur Erfassung erhohter Genominstabilitat sowohl auf-
grund individueller Disposition als auch als Folge der Einwirkung von Noxen. So lasst er sich
anwenden, um die Auswirkung bestimmter Substanzen oder Strahlungsarten- und intensita-
ten auf die Stabilitét der DNS (Desoxyribonukleinsaure) im Zellkern zu testen. Aber auch die
Genomstabilitdt unbehandelter Zellen bestimmter Personengruppen lasst sich mit dem Mik-
rokerntest erfassen. Zu diesem Zweck wurde der Mikrokerntest auch in dieser Arbeit durch-
gefuhrt. Als fir dieses Verfahren geeignetes Zellmaterial kommen Lymphozyten,
Fibroblasten und andere Zelllinien in Betracht. Der Mikrokerntest ist in seiner Anwendbarkeit
auf proliferierende Zellen beschrankt, weshalb fiir seine Durchfiihrung eine mehrtégige Kulti-
vierung der zu untersuchenden Zellen erforderlich wird. Fur die Entstehung von Mikrokernen
ist eine abgelaufene Karyokinese (Kernteilung) Voraussetzung, wie sie im Rahmen einer
normalen Zellteilung (Mitose) erfolgt. Werden im Verlauf einer Kernteilung ganze Chromo-
somen oder Chromosomenfragmente, wobei es sich vorwiegend um azentrischen Fragmen-
te handelt, nicht in die neu entstehenden Zellkerne aufgenommen, so verbleiben sie als
Chromatinpartikel im Zytoplasma der neuen Zelle. Als solche werden sie in der nachfolgen-
den Interphase sichtbar, also in der Phase zwischen zwei Mitosen. Mikrokerne sind als Aus-
druck einer erhéhten genomischen Instabilitédt zu werten und treten in menschlichen Tumor-

zellen vermehrt auf [Streffer, 1997].
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Abbildung 4: Binukledrer Lymphozyt mit Mikrokern

@ X o0

Mitose unter Zusatz von Cytochalasin B ohne Mikrokernbildung: Kernteilung mit Sichtbarwerden der Chro-
mosomen durch Aufspiralisierung der DNS, Entstehung einer binukledren Zelle bei ausbleibender Zytoplasmatei-

lung

@ X -

Mitose unter Zusatz von Cytochalasin B mit Mikrokernbildung: Kernteilung mit Sichtbarwerden der Chromo-
somen durch Aufspiralisierung der DNS, Abbruch eines Chromosomenfragments, Entstehung einer binukleéren
Zelle mit einem Mikrokern

Abbildung 5: Entstehung von Mikrokernen durch Chromosomenbriiche wahrend der Mitose
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die erhohte Malignominzidenz unter immunsuppressiver Langzeittherapie gewinnt als eine
der wichtigsten und gefahrlichsten Begleiterscheinungen der Organtransplantation an Be-
deutung. Durch die Entwicklung effektiverer immunsuppressiver Medikamente und sicherer
Uberwachungsmethoden der Transplantatfunktionen ist die Uberlebenszeit transplantierter
Patienten gestiegen. OrganabstoRungsepisoden und Infektionen werden als das Uberleben
limitierende Faktoren von malignen Neoplasien in den Hintergrund gedrangt. Hauptangriffs-
punkte der immunsuppressiven Medikation sind die Lymhopoese durch Stérung der DNS-
Synthese sowie die Lymphozytenmigration durch Hemmung der Bildung lymphozytarer Bo-
tenstoffe.

In der vorliegenden Arbeit soll die These Uberprift werden, nach der Immunsuppressiva
auch die Empfindlichkeit der Erbinformation in der DNS gegeniiber Mutagenen erhéhen und
die DNS-Reparaturfahigkeit beeintrachtigen. Folgen einer derartigen Wirkung kodnnten in
persistierenden Deletionen, Punktmutationen, Einzel- und Doppelstrangbriichen oder sogar
im Bruch ganzer Chromosomen bestehen, in deren Folge ein Malignom auftreten kann. Die
These wird anhand zweier etablierter Methoden, Comet Assay und Mikrokerntest, an peri-
pheren Lymphozyten von nierentransplantierten Patienten und gesunden Kontrollpersonen

untersucht.
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2. Material und Methoden

Alle Untersuchungen wurden im Labor fir klinisch experimentelle Onkologie der Klinik und
Poliklinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
in den Jahren 2000 bis 2001 durchgefihrt.

2.1 Patienten- und Kontrollkollektiv

Im folgenden werden die Zellspender, getrennt nach ihrer Zugehdrigkeit zum Kollektiv der

nierentransplantierten Patienten oder zum Kontrollkollektiv, dargestellt.

2.1.1 Zellspender

a. Nierentransplantierte Patienten

Die nierentransplantierten Patienten entstammten alle dem Patientengut der Ambulanz far
Nierentransplantierte der Station H5 des Klinikums Grof3hadern und erschienen dort regel-
mafig zur Kontrolle von Laborparametern, Transplantatfunktion und Medikation. Die fir die
Versuche bendétigten Lymphozyten wurden aus 20 ml heparinisiertem Vollblut isoliert, das
nach vorhergehender Aufklarung und schriftlicher Einverstandniserklarung der Patienten im
Rahmen einer ohnehin notwendigen Blutentnahme zu diagnostischen Zwecken aus der Ve-
na cubitalis in vorgefertigte heparinisierte Réhrchen entnommen wurde. Vertreten waren 21

Manner und 19 Frauen im Alter von 27 bis 69 Jahren.

b. Kontrollpersonen

Bei der Probensammlung fur das Kontrollkollektiv wurde eine méglichst genaue Uberein-
stimmung von Alter und Geschlecht der 40 Spender mit dem Patientenkollektiv angestrebt.
Beteiligt waren 21 Mé&nner und 19 Frauen im Alter von 25 bis 69 Jahren. Ausschlusskriterien
fur die Patientenauswahl waren anamnestisch erhobene maligne Vorerkrankungen, Lang-
zeitmedikation mit Glukokortikoiden, angeborene oder erworbene Stoffwechselkrankheiten
sowie Immundefektsyndrome. Die Kontrollgruppenpersonen entstammten entweder dem

Patientengut der Poliklinik fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-
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Universitat Minchen oder waren freiwillige Studienteilnehmer. Im Anschluss an die Aufkla-
rung und schriftliche Einverstandniserklarung wurden allen Spendern 20 ml Vollblut aus der
Vena cubitalis in vorgefertigte heparinisierte Réhrchen oder 20-ml-Spritzen entnommen.

Die Versuchsdurchfiihrung mit Blutentnahmen zu wissenschaftlichen Zwecken sowie die
Formulare zur Patientenaufklarung waren zuvor von der Ethikkommission genehmigt worden
(Antrag Nr. 073/ 2000).

2.1.2 Anamnesen und Epidemiologie

a. Nierentransplantierte Patienten

Die erhobenen Daten bezogen sich auf Alter, Geschlecht, Nierenerkrankung, sonstige Er-
krankungen, Zeitraum der Dialysepflichtigkeit, Zeitpunkt und Anzahl der Transplantationen,

und das immunsuppressive Regime der Patienten.

b. Kontrollpersonen

Die in das Kontrollkollektiv aufgenommenen Personen wurden mittels eines standardisierten
Fragebogens zu Alter, Geschlecht, Beruf, Vorerkrankungen, Lebensgewohnheiten und Ex-

position gegenlber Fremdstoffen befragt.
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2.2 Methodenspezifische Materialien

2.2.1 Chemikalien und Reagenzien

Die folgenden Chemikalien und Reagenzien fanden Verwendung:

Chemikalie

Hersteller

Aqua ad iniectabilia

Biocoll Separating Solution

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraessigsaure-di-Natriumsalz
(NAEDTA)

Giemsa-Ldsung
Low-Melting-Temperature-Agarose
Sea-Plaque® GTGR agarose (0,7 %)
May-Grunwald-Loésung

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO5)
Natriumhydroxid-Platzchen (NaOH), wasser-
frei

N-Laurylsarcosin-Natriumsalz (C,;H,oN3Br)
Normal-Melting-Agarose: Seakem® LE aga-
rose (0,5 %)

Puffertabletten fur Pufferldosung nach Weise,
pH 7,2

Trishydroxymethylaminomethan
(Trisma-Base) (C4H11NO3)

Triton-X-100
(t-Octylphenoxypolyethoxyethanol)

Trypan Blue Staining 0,4 %, Trypanblau

Braun, Melsungen
Biochrom KG, Berlin
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
FMC-Bioproducts, Rockland, Maine USA

Merck, Darmstadt
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim
FMC-Bioproducts, Rockland, Maine USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Gibco BRL Lifetechnologies, Eggenstein
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2.2.2 Medien und Zuséatze

Als Medien und Zusétze dienten:

Medium oder Zusatz

Hersteller

Cytochalasin B

Fetales Kélberserum (FCS)

Hanks sche Lésung
Penicillin-Streptomycin-Lésung
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, ohne
Calcium, Magnesium und Sodium Bikarbona-
te)

Phythamagglutintin

Rosewell Park Memorial Institute (RPMI):
1640

Sigma, Steinheim

Gibco BRL Lifetechnologies, Eggenstein
Biochrom KG, Berlin

Sigma, Steinheim

Gibco BRL Lifetechnologies, Eggenstein

Sigma, Steinheim

Biochrom KG, Berlin

2.2.3 Testsubstanz

Als Testsubstanz diente:

Testsubstanz

Hersteller

N-Nitrosodiethylamin (NDEA): N-0756
(C4H10N,0)

Sigma, Steinheim
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2.2.4 Lésungen

a. Mikrogelelektrophorese

Agarose

0,5 % Normal-Melting-Agarose
0,7 % Low-Melting-Agarose

unter kurzem Erhitzen in der Mikrowelle mit
PBS losen und bis zur weiteren Verwendung

im Schittelwasserbad bei 37°C aufbewahren

Lysestammldsung

146,4 g NaCl (2,5 M)

1,2 g Trizma-Base (10 mM)
37,2 g Na,EDTA (100 mM)
109 (1 %)

N-Laurosylsarcosin Natrium Salz

auf 1 | Aqua bidest. geben, mischen, anschlie-
Rend den pH-Wert auf 10 einstellen, bei Raum-

temperatur lagern

Lysepuffer

1 ml Triton X-100
(1 %)
10 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) (10 %)

89 ml Lysestammldsung

unmittelbar vor Verwendung mischen

Elektrophoresepuffer

24 g NaOH (300 mM)
0,744 g Na,EDTA (1 mM)

in 2 1 Aqua bidest. auflésen, bei 4 °C im Kihl-

schrank bis zur Verwendung lagern

Neutralisationspuffer

48,5 g Trizma-Base (400 mM)
990 ml Aqua bidest.

mischen und auf einen pH-Wert von 7,5 ein-
stellen, dann auf 1 Liter auffillen und bei

Raumtemperatur lagern

20



Farbelbésung (Stammldsung)

10 mg Ethidiumbromid
50 ml Aqua bidest.

Ethidiumbromidlésung bei 4 °C lichtgeschitzt
aufbewahren, kurz vor dem Versuch eine 1:10
Verdinnung mit Aqua bidest. herstellen, mi-

schen und sterilfiltrieren

Tieffriermedium

10 % DMSO
90 % FCS

mischen

b. Mikrokerntest: Zellernte

0,075 M KCI-Ldsung

Kaliumchlorid (KCI)
Aqua bidest.

Kaliumchlorid in Aqua bidest. 16sen, bei Raumtem-

peratur aufbewahren

Methanol-Eisessig-Fixativ  (Verhalt-
nis 3:1)

750 ml Methanol
250 ml Eisessig

mischen, bei —20° C im Gefrierfach aufbewahren

c. Mikrokerntest: Farbung nach May-Griinwald/Giemsa

Pufferldsung nach Weise

1 Tablette fur Pufferlésung nach Weise

11 Aqua ad iniectabilia

Tablette in Aqua ad iniectabilia aufldsen, bei Raum-

temperatur aufbewahren
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2.2.5 Verbrauchsmaterial

Folgende Verbrauchsmaterialien kamen zur Anwendung:

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Deckglaser zum Mikroskopieren (26x76 mm),
Glasdicke 0,08-0,12 mm

Einmalspritzen (5 ml, 10 ml)
Einwedfiltereinheiten, steril,

0,22um Filter Unit, Millex®-GV, Millex?-GS
Eukitt zur Objekttragereinbettung
Immersionsél zum Mikroskopieren
Kryoréhrchen 2 ml, steril

Objekttragerkasten aus Polystyrol

fur 50 Objekttrager (26x76 mm)

Objekttrager zum Mikroskopieren (26x76
mm), je 5 mm speziell seitlich mattiert
Objekttrager zum Mikroskopieren (24x70
mm), fir MKT

Pasteurpipetten, steril

Pasteurpipetten, unsteril

Pipettenspitzen, steril

Reaktionsgefalie (1,5 ml)

Roéhrchen mit Schraubverschluss (13 ml, 15
ml)

Roéhrchen mit Schraubverschluss (50 ml)
Schreibdiamant

Zellkulturflaschen (20 ml, steril)

Langenbrinck, Emmendingen

Becton, Dickinson, Heidelberg

Millipore, Eschborn

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Nalgene, Rochester, NY, USA
GLW, Wirzburg

Langenbrinck, Emmendingen

Langenbrinck, Emmendingen

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Sarstedt, Nimbrecht

Greiner, Frickenhausen
Renner, Dannstadt
Sarstedt, Nimbrecht
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2.3 Technische Geréate

Folgende technische Geréate kamen zur Anwendung:

Technisches Gerat

Hersteller

Analysenwaage Voyager
Auswertung/Datenspeicherung:
Programm Komet 3.1
Datenspeicherung
Elektkrophoresenetzgerat E 865
Gefrierschrank (-80°C)

horizontale Elektrophoresekammer,
Mal3e: 237x180 mm

Kihlschrank (+4° C) und Gefrierschrank
Magnetrihrer Combimag RCT
Mikroskop: Standardmikroskop
Fluoreszenzmikroskop DMLB
Filtersystem N 2.1

Grunanregung BP516-560,

RKP 580 LP 580

Objektive 40%/0,5; 10*/0,22; 4*/0,1
Mikrowelle MWS 2819

pH-Meter 766 Calimatic
Schuttelwasserbad 1083

Schttler Vortex Genie

Sterilbank Herasafe

Waage 1419

Zahlkammer nach Neubauer
Zentrifuge Varifuge 3,0 RS und 3,0 R

Ohaus, Giel3en

Kinetic Imaging, Liverpool

Microsoft Excel
Renner, Dannstadt
New Brunswick Scientific, Nirtingen

Renner, Dannstadt

Bosch, Stuttgart
IKA, Staufen
Zeiss, Oberkochen

Leica, Heerbrugg/CH

Bauknecht, Schorndorf

Knick, Berlin

GFL, Burgwedel

Scientific Industries, Bohemia, NY
Heraeus, Hanau

Sartorius, Giel3en

Marienfeld

Heraeus, Hanau
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2.4 Methoden

Im folgenden Abschnitt werden die in dieser Studie verwendeten Methoden erlautert.

2.4.1 Lymphozytenisolierung

Das fir die Lymphozytenisolierung entnommene Vollblut (20 ml) wurde durch Zusatz von
Heparin ungerinnbar gemacht. Sofort nach der Enthahme wurde es bei 4 °C gelagert und
innerhalb weniger Stunden unter sterilen Bedingungen verarbeitet. Nach Vermischung des
Blutes mit 9 ml Phosphat gepufferter Kochsalzlésung (PBS-Lésung; Gibco BRL Lifetechno-
logies, Eggenstein) und vorsichtiger Umschichtung des PBS-Blutgemischs auf Biocolllésung
(Biochrom KG, Berlin) als Tragersubstanz, erfolgte eine 20 minttige Zentrifugation bei 2000
Umdrehungen pro Minute und 24 °C. Die so erhaltene, zwischen Biocollschicht und Plasma
schwebende Lymphozytenschicht (Buffycoat) wurde mittels einer sterilen Pasteurpipette ab-

gesaugt und erneut einem Volumen von 15 ml PBS-Ldsung hinzugeflgt.

<4¢— Biocollschicht

l——— Lympozytenbande
(Buffycoat)

Plasma
rote Blutzellen,
sonstige Blutbestandteile w

Abbildung 6: Absaugen der Lymphozytenbande (Buffycoat)
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Es erfolgte eine weitere 10 minltige Zentrifugation bei 2000 Umdrehungen pro Minute und
24 °C. Nach AbgieRen des Uberstandes wurde das verbliebene Lymphozytenpellet in feta-
lem Kalberserum (FCS; Gibco BRL Lifetechnologies, Eggenstein) resuspendiert. Zur an-
schlieBenden Zellzdhlung wurden 50 pl der Lymphozytensuspension und 50 pl Trypanblau-
I6sung (Gibco BRL Lifetechnologies, Eggenstein) vermischt. Ein Tropfen des Gemisches
wurde in eine Neubauerzahlkammer gegeben und bei 40 facher VergréRerung wurde die
Zellzahl bestimmt. Um in den einzufrierenden Einzelproben eine Konzentration von 2-3x10°
Lymphozyten pro Milliliter zu erhalten, erfolgte eine der Zellzahl entsprechende Verdiinnung
der Zellsuspension mit fetalem Kalberserum (FCS). Nach Zugabe von Dimethylsulfoxid in
einem Volumen entsprechend 10 % des Ansatzgesamtvolumens (DMSO; Merck, Darm-
stadt), das zum Schutz der Zellen vor eventueller Schadigung durch das Tieffrieren diente,
wurden je 1ml der Zellsuspension unter sterilen Bedingungen in KryogefalRe abgefillt. Diese
wurden in einem Countercooler im Gefrierschrank schonend mit einer Temperaturreduktion
von 1°C pro Stunde auf eine Temperatur von - 80 °C abgekuhlt. Unter diesen Bedingungen

verblieben die Proben bis zur weiteren Verwendung.
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Gewinnung der Proben

(.2

DNS-Reparatur

Lymphozytenisolierung

Mikrokerntest

Zellzahlung, Vitalitatstest

\

Ansetzen der Zellkultur

Inkubation mit
NDEA und
Aqua bidest.

e

Mikrogelelektrophorese

Y
Farbung, Auswertung

Abbildung 7: Ubersicht (iber die Versuchsablaufe von DNS-Reparatur und Mikrokerntest

Bebritung im
Brutschrank
bei 37 °C

AN

Zellernte

A 4

Farbung, Auswertung
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2.4.2 Lymphozytenreparaturversuch

a. Auftauen der Probe

Nach Entnahme aus dem Gefrierschrank wurde die Einzelprobe bei Zimmertemperatur lang-
sam aufgetaut, wobei jegliche zellschadigende Tageslichteinstrahlung vermieden und daher
fortan bei Rotlicht gearbeitet wurde. Sofort nach dem Auftauen wurde die Zellsuspension in
PBS-Ldsung uberfihrt und bei 4 °C und 1000 Umdrehungen pro Minute 10 Minuten lang
zentrifugiert, um das auf den wiederaufgenommenen Zellstoffwechsel toxisch wirkende Di-
methylsulfoxid (DMSO) aus der Zellsuspension auszuwaschen. Es folgte die Aufnahme des
so erhaltenen gereinigten Lymphozytenpellets in Rosewell Park Memorial Institute- (RPMI-
Medium; Biochrom KG, Berlin) Nahrmedium mit Zusatz von Penicillin/Streptomycinlésung

(Sigma, Steinheim) und mit einem 15 %igen Anteil von fetalem Kalberserum (FCS).

b. Vitalitdtsbestimmung mit dem Trypanblauausschlusstest

Nach Zugabe von 50 pl Zellsuspension zu 50 pl Trypanblaulésung, wurde ein Tropfen dieses
Gemisches in eine Neubauerzdhlkammer abgeflillt. Bei 40-facher Vergréf3erung wurden die
Gesamtzellzahl sowie der Anteil vitaler Zellen lichtmikroskopisch bestimmt. Zur Unterschei-
dung vitaler und nichtvitaler Zellen diente der Trypanblauausschlusstest nach Philipps
[1973], bei dem sich geschéadigte Zellen durch Einstrom von Trypanblaulésung durch die
Zellmembran blau anfarben und als solche erkennbar werden. Die Vitalitdtsbestimmung er-

folgte gemal} der Formel:

Vitalitat (%) = ungefarbte Zellen/Gesamtzellen x 100

c. Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte zeitgleich mit der Vitalitdtsbestimmung durch Auszah-
lung der in vier Eckquadranten der Neubauerzahlkammer enthaltenen Lymphozyten. Die so
bestimmte Lymphozytenzahl wurde mit dem Faktor 8x10* multipliziert, wodurch die Anzahl

der Lymphozyten in 1 ml der Zellsuspension erhalten wurde.

d. In vitro Applikation der Testsubstanzen und Inkubation

Im Anschluss an die Zellzahlbestimmung wurde die Lymphozytensuspension mit einem ent-
sprechenden Volumen an Rosewell Park Memorial Institute (RPMI-) Medium mit Zusatz von

Penicillin/Streptomycinldésung und 15 % igem FCS-Anteil aufgeflillt, um eine Zellkonzentrati-
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on von 5-10x10* Zellen pro 100 pl Suspension zu erhalten. Je 100 pl dieser Suspension
wurden als insgesamt 15 Ansatze auf 15 Lymphozytenréhrchen verteilt, davon entfielen je
drei Ansétze auf die Negativkontrolle, drei auf die unmittelbare Schadigung mit 0 Minuten
Reparaturzeit, drei auf die Schadigung mit einer Reparaturzeit von 15 Minuten, drei auf die
Schadigung mit einer Reparaturintervall von 30 Minuten und drei Anséatze auf die Schadi-
gung mit anschlielender 60-minitiger Reparaturzeit (s. Abb. 7). Zwei der drei Anséatze soll-
ten dabei im weiteren Versuchsablauf auf Objekttrdger aufgebracht und der Mikrogele-
lektrophorese (MGE) zugefuhrt werden, der dritte als Vitalitdtstest dienen. Als Negativkon-
trolle fand bidestilliertes Wasser, als schadigendes Agens N-Nitrosodiethylamin (NDEA,;
Sigma, Steinheim) Verwendung. Nach Zugabe von je 100 pl der entsprechenden Substan-
zen erfolgte die 60-minttige Inkubation im Schittelwasserbad bei 37 °C. Um ein Fortdauern
der zytotoxischen Einwirkung von NDEA auch wahrend der sich anschlieBenden Reparatur-
zeit zu verhindern, wurden die Zellen durch dreimalige Zentrifugation (2000 U/min, 5 min, 4
°C) mit PBS-L6sung von den Ubrigen Bestandteilen im Nahrmedium getrennt. Wahrend die
Negativkontrollen und die Ansatze mit 0 Minuten Reparaturzeit sofort auf Objekttrager auf-
gebracht und nochmals die Vitalitdten bestimmt wurden, folgte fir die Ansatze mit 15-,30-
und 60-mindtigem Reparaturintervall noch eine weitere Inkubation bei 37 °C im RPMI-
Néhrmedium mit 15% FCS von entsprechender Dauer, anschlieBend nochmals eine Zentri-
fugation (2000 U/min,5min,4°C).

e. Vitalitatstest

Eine erneute Vitalitatsprifung mit dem Trypanblauausschlusstest wurde fir jeden Ansatz
getrennt durchgefihrt, um moglicherweise einflussnehmende zytotoxische Effekte von NDEA

zu erfassen.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Funktion der verschiedenen Versuchsansatze:

drei Ansatze dienten unter Zusatz von Aqua bidest. als Kontrolle, drei Anséatze wurden zur

Bestimmung der DNS-Migrationen unmittelbar nach Schadigung durch NDEA verwendet, je

drei Anséatze wurden nochmals 15, 30 und 60 Minuten inkubiert, um die DNS-Migrationen

nach diesen Reparaturintervallen zu bestimmen. Von diesen jeweils drei Ansétzen wurden

zwei fur die spatere Auswertung auf Objekttrager aufgebracht, einer diente der Bestimmung

der Lymphozytenvitalitaten fur den jeweiligen Versuchsschritt.
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2.4.3 Die alkalische Einzelzellmikrogelelektrophorese (MGE) zum Genotoxizitatsnachweis

Zur Bestimmung substanzinduzierter DNS-Schaden wie Einzelstrangbriche und Doppel-
strangbriiche wurde die alkalische Einzelzellmikrogelelektrophorese (MGE) [McKelvey-
Martin et al., 1993] angewendet. Da zahlreiche Noxen, wie z.B. H,0O, 2000 mal haufiger Ein-
zel- als Doppelstrangbriiche induzieren, haben sowohl Singh [1988] als auch Kuchenmeister
[1991] zum Nachweis der Einzelstrangbriche die Elektrophorese unter alkalischen Bedin-
gungen durchgefuhrt. Wahrend humane Lymphozyten-DNS nach Bestrahlung von 25 bis
100 rad im alkalischen Milieu ein gleichmaRiges dosisabhédngiges Migrationsverhalten zeigt,
konnten dagegen im neutralen Milieu bei vergleichbaren Zellanséatzen und Bestrahlungsin-
tensitaten keine DNS-Schadigungen beobachtet werden. Diese Tatsache liegt in der man-
gelnden DNS-Denaturierung im neutralen pH-Bereich begriindet, wodurch es lUberwiegend
zu Doppelstrangbriichen kommt, die eine geringere Wanderung im elektrischen Feld zeigen.
Daruber hinaus wird ein storender Einfluss durch zellulare RNS durch deren Abbau im alkali-
schen pH-Bereich verhindert [Singh et al., 1988].

a. Durchfiihrung der alkalischen Einzelzellmikrogelelektrophorese

Vor dem Versuch waren Objekttrager vorbereitet worden, die mit je 85 pl einer 0,5% Normal
Melting Agarose (NMA; FMC-Bioproducts, Rockland, Maine USA) beschichtet und anschlie-
Rend luftgetrocknet worden waren. Nach Entfernung der Deckglaser von der getrockneten
Agaroseschicht, die eine bessere Haftung aller nachfolgenden Schichten gewahrleisten soll,
erfolgte die Fixation eines in 75 ul 0,7 % Low Melting Agarose (LMA; FMC-Bioproducts,
Rockland, Maine, USA) aufgenommenen Aliquots von 50.000-100.000 Zellen auf dem Ob-
jekttrager. In einem weiteren Schritt wurden nochmals 85 pl 0,7 % Low Melting Agarose
(LMA) auf die vorangegangene Schicht aufgetragen. Eine gleichméRige Verteilung der Ein-
zelschichten wurde jeweils durch die Auflage eines Deckglases erzielt. Die Festigung der
jeweiligen Schichten wurde durch Lagerung der Objekitrager auf einer eisgekihlten Metall-
flache beschleunigt. Vor jedem neuen Arbeitsgang wurde das Deckglas wieder entfernt. An-
schlieBend wurden die Objekttrager in mit Lyseldsung geflllte Glaskivetten gestellt und
mindestens eine Stunde lang bei 4 °C unter Lichtabschluss gelagert. Die Lyselosung, die
sich aus 89ml Lysestammlésung, 1 ml Triton-X-100 (Sigma, Steinheim) und 10 ml Dimethyl-
sulfoxid (DMSO; Merck, Darmstadt) zusammensetzte, war zuvor hergestellt worden. Diese
Aufbewahrung in lytischer Lésung diente der Auflésung der Zell- und Kernmembranen der
auf den Objekttragern fixierten Lymphozyten. Somit lag die DNS nunmehr frei vor. Danach
folgte die anodennahe Lagerung der Objekttrager in einer mit Elektrophoresepuffer gefllten,

horizontal ausgerichteten, 237x180 mm grof3en Elektrophoresekammer. Der Elektrophore-
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sepuffer bestand aus 300 mM NaOH (Merck, Darmstadt) und 1mM Na,EDTA (Serva, Hei-
delberg), die in Aqua bidest. geldst und bei 4°C im Kihilschrank gelagert worden waren.
Nach weiterer Auffillung mit Elektrophoresepuffer und 20 minitiger Ruhezeit, wurde mit der
Elektrophorese begonnen (20 min, 25 V, 300 mA). Nach der Elektrophorese wurden die Ob-
jekttréager wieder aus der Kammer entnommen und zur Neutralisation dreimal in kurzen Ab-
standen mit Neutralisationspuffer aus 400 mM, in Aqua bidest gel6ster und auf einen pH-
Wert von 7,5 eingestellter Trizma Base abgespiult. Die Anfarbung der denaturierten, entspira-
lisierten DNS, die je nach Schadigungsgrad in der Elektrophorese unterschiedliche Wande-
rungsstrecken zurtickgelegt hatte, erfolgte durch Auftragen von jeweils 85 ul des Fluores-
zenzfarbstoffes Ethidiumbromid auf jeden Objekttréger. Dieser war unmittelbar zuvor aus
Ethidiumbromidstammlésung (aus 10 mg Ethidiumbromid und 50 ml Aqua bidest.) und Aqua
bidest. in einem Verdiunnungsverhdltnis von 1:10 hergestellt und sterilfiltriert worden. An-

schlielend wurden die Objekttrager mit einem Deckglas belegt.

2.4.4 Auswertung

Die Auswertung der Migrationen der angefarbten DNS im Agarosegel auf den Objekttragern
erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskop (Leica, Heerbrugg, CH) unter Zuhilfenahme des digita-
len Auswertesystems Komet 3.1 (Kinetik Imaging, Liverpool, GB). Als Mal3 zur Bestimmung
der DNS-Schéadigung, die sich in Form unterschiedlicher DNS-Migrationen auferte, diente
der Olive Tail Moment [Olive et al., 1991]. Hierbei handelt es sich um das Produkt des Medi-
ans der DNS-Wanderungsstrecke und dem Quotienten aus der DNS im Kometenschweif und
der Gesamt-DNS, namlich der im Kopf und Schweif des Kometen enthaltenen DNS. Die
Wanderung der DNS-Fragmente, die sich in Form des Kometenschweifes darstellte, korre-
liert mit dem Fragmentierungsgrad der DNS. Wahrend unbehandelte Zellen bei der Auswer-
tung vorwiegend eine Punktstruktur als Zeichen der nicht oder kaum erfolgten Wanderung
wahrend der Elektrophorese aufweisen, stellen sich die mit einer Noxe inkubierten Zellen als
Kometen dar. Fir jeden Versuchsansatz wurden zwei Objekttréager ausgewertet, dabei wur-
den pro Objekttrager 40 Zellen computergesteuert vermessen, insgesamt also 80 Zellen pro
Ansatz. Durch Berechnung des Mittelwerts aller 80 Messungen ergab sich ein Gesamt-OTM-
Wert pro Versuchsansatz. Dieser liegt allen folgenden Berechnungen zugrunde. Fir die Da-
tenspeicherung- und Verarbeitung fand das Programm Microsoft Excel Verwendung. Die
OTM-Werte wurden fir jeden Versuchsansatz in sechs Gruppen unterteilt (OTM-Werte
0<OTM<2, 2<OTM<5, 5<0TM<10, 10<OTM<20, 20<OTM<30, OTM>30), unter der Voraus-

setzung, dass OTM-Werte <2 keine, alle tbrigen eine zunehmende DNS-Schadigung anzei-

31



gen sollten. Ferner wurden fir jeden Versuchsansatz Durchschnittswert und Median der er-
haltenen 80 OTM-Werte errechnet.

Abbildung 9: Die unfragmentierte DNS eines Lymphozyten im Comet Assay

Abbildung 10: Die mittelgradig fragmentierte DNS eines Lymphozyten im Comet Assay
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Abbildung 11: Die hochgradig fragmentierte DNS eines Lymphozyten im Comet Assay

2.4.5 Mikrokerntest zum Nachweis erhéhter Chromosomenbrichigkeit

Der Mikrokerntest an Lymphozyten wurde durchgefiihrt, um eine erhéhte Brichigkeit des
Genoms auf Chromosomenebene nachzuweisen, die sich im Abbruch kurzer und langer

Chromosomenarme, vor allem in Zentromerregion, manifestiert.

a. Auftauen der Proben und Zellz&hlung

Die bei - 80 °C aufbewahrten Lymphozytenproben wurden aufgetaut und in PBS-Ldsung als
Waschsubstanz tberfuhrt. Danach erfolgte eine dreimalige Zentrifugation bei 4°C und 1200
Umdrehungen pro Minute von 8 Minuten Dauer, jeweils unter Zugabe frischer Waschsub-
stanz (PBS), um das in den Proben enthaltene zytotoxische Frostschutzmittel Dimethylsulfo-
xid (DMSO) mdglichst vollstdndig zu entfernen. AnschlieRend wurden die Lymphozytenpel-
lets in 1 ml Medium aufgenommen und die Zellzahlbestimmung in der Neubauerzéhlkammer

bei 40-facher VergréRerung mittels Trypanblaufarbung durchgefihrt.

b. Ansetzen der Zellkulturen

Ein Aliquot von ca. 5x10* Zellen/ml wurde mit Medium, bestehend aus 85 % RPMI-Medium,
dem Penicillin/Streptomycinldsung zugesetzt war, und 15 % FCS auf ein Volumen von ins-

gesamt 4,9 ml verdinnt und steril in Zellkulturflaschen abgefullt. Als Wachstumsstimulator
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wurden jeder Zellkultur 100 pl Phythdmagglutinin (PHA; Sigma, Steinheim) zugesetzt. Es
folgte eine 44- bis 46-stiindige Ruhezeit im Brutschrank bei 37 °C. Zwischenzeitlich wurden
die Zellkulturen unter dem inversen Mikroskop auf Keimfreiheit untersucht, da eine bakteriel-
le Besiedelung mutmallich zu einer Veranderung im Zellwachstum und -stoffwechsel fiihren

kénnte und somit ausgeschlossen werden musste.

c. Zugabe von Cytochalasin B als Proliferationskontrolle

Nach 44 bis 46 Stunden Bebriitungsdauer erfolgte der Zusatz von 15 pl Cytochalasin B (Cyt
B; Sigma, Steinheim), das die Ausbildung der fur den Zellteilungsvorgang erforderlichen
Mikrotubulistrukturen verhindern sollte. Die Zugabe von Cytochalasin B beruht auf der 1985
durch Fenech und Morley eingefiihrten ,Cytokinesis-Block Method®, durch die der Mikrokern-
test modifiziert wurde. Diese ermdglichte eine betrachtliche Verbesserung der Sensitivitat
und Validitat des Mikrokerntests an Lymphozyten, da fortan die Auszéhlung der Mikrokerne
auf binukleare Zellen beschrankt war [Fenech und Morley, 1985; Fenech und Morley, 1985].
Cytochalasin B (Cyt-B) induziert binukledre Zellen, indem es die Zytoplasmateilung (Zytoki-
nese) durch Hemmung der Ausbildung der hierfur erforderlichen Mikrotubulistrukturen unter-
bindet, aber die Kernteilung (Karyokinese) weiterhin gestattet [Gantenberg et al., 1991]. Eine
Kontrolle der Zellproliferation wird somit erméglicht, da zweikernige Zellen genau eine Mitose
durchgemacht haben, vierkernige Zellen dagegen zwei Mitosen, usw. Ein falsches Mitzahlen
von Zellen, die gar keine Zellteilung in Kultur durchgemacht haben und somit auch keine

Mikrokerne ausgebildet haben kénnen, wird auf diese Weise verhindert.

)
®

Mitose ohne Zugabe von Cytochalasin B: Mitose mit Zugabe von Cytochalasin B:
Entstehung zweier einkerniger Tochterzellen Entstehung einer zweikernigen Zelle bei
bei normaler Kern- und Zytoplasmateilung Kern-, aber ausbleibender Zytoplasmateilung

Abbildung 12: Wirkung von Cytochalasin B auf die Kernteilung von Lymphozyten
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d. Zellernte

Nach weiteren 24-26 Stunden Bebritungsdauer wurden die Zellkulturen vollstéandig in je 3 ml
Hanksche Lésung (Biochrom KG, Berlin) Uberfiihrt und zweimal bei 1200 Umdrehungen pro
Minute und 24 °C 8 Minuten lang zentrifugiert, um die Zellen von den Ubrigen Bestandteilen
zu reinigen, wobei zwischen den Zentrifugationsvorgangen nochmals je 5 ml frische Hank-
sche Losung zugefiigt wurden. Nach jeder Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig
dekantiert. Durch Zusatz von je 3 ml hyperosmolarer Kaliumchloridldsung und nach erneuter
3-minltiger Zentrifugation bei 800 Umdrehungen pro Minute, wurde eine Schwellung des
Zytoplasmas herbeigefiihrt, um spéter eine bessere Beurteilbarkeit der Kernstrukturen zu
erreichen. Sofort nach der Zentrifugation wurde die Kaliumchloridldsung wieder abgesaugt,
um ein Platzen der Zellen zu verhindern. Die Fixierung der Lymphozyten erfolgte durch eine
zweimal durchgefuhrte zehnmindtige Inkubation der Lymphozyten mit je 5 ml eines Metha-
nol-Eisessig-Fixatives (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn) im Verhaltnis 3:1. Daran schloss
sich jeweils eine achtminitige Zentrifugation bei 1200 Umdrehungen pro Minute und 24 °C
an. Dies ermdglichte eine Fixierung der Zellen. Nach jeder Zentrifugation wurden die Uber-
stande wieder abgesaugt, wobei die Lymphozytenpellets aber geschont wurden. Zwischen
beiden Fixierungsschritten wurden die Lymphozyten mit 5 ml PBS-Lésung gewaschen, in-
dem sie bei 1200 U/min 8 Minuten lang bei 24 °C zentrifugiert wurden. Nach der letzten
Zentrifugation wurde das Uberschiissige Fixativ dekantiert und die Restfliissigkeit unter
Schonung des Lymphozytenpellets weitgehend abgesaugt. Danach wurde das Pellet in noch
verbliebener Restflissigkeit resuspendiert. Zuletzt erfolgte die méanderformige Auftragung

der Zellsuspension auf Objekttrager mit anschlie3ender mehrtagiger Lufttrocknung.

e. Farbung nach May-Grinwald und Giemsa

An den getrockneten Objekttrdgern wurde eine May-Grinwald- und Giemsafarbung durchge-
fuhrt. Dazu erfolgte zunachst eine dreiminttiger Anfarbung der Objekttréager mit reiner May-
Grunwaldlésung (Merck, Darmstadt). Durch eine zwischenzeitliche kurze und kréftige Spu-
lung in Weise-Puffer, der zuvor durch Zugabe einer Puffertablette nach Weise (Merck,
Darmstadt) auf einen Liter Aqua bidest hergestellt worden war, wurde Uberschissige Farbe-
I6sung wieder entfernt. Im Anschlul® daran wurden die Objekttrager 20 Minuten lang in einem
Gemisch aus Weise-Puffer und 5 % Giemsalésung (Merck, Darmstadt) angefarbt. Eine ab-
schlieBende sorgféltige Spilung in Weise-Puffer diente der Entfernung tberschissigen
Farbstoffs von den Objekttragern, so dass nur mehr die Zellen Farbstoff enthielten. Nach
Lufttrocknung und lichtmikroskopischer Kontrolle des Farbeergebnisses, wurden die fixierten
und gefarbten Lymphozyten auf der Objekttrageroberflache in Eukitt (Merck, Darmstadt) ein-

gebettet und erneut luftgetrocknet.

35



f. Auswertung

Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte bei 100-facher Vergrél3erung mit Immersionob-
jektiv unter dem Standardmikroskop (Zeiss, Oberkochen). Pro Versuchsansatz wurden 1000
zweikernige Zellen ausgezahlt. Mikrokerne, die als kleine Kerne im Zytoplasma neben den
beiden Zellkernen imponierten, wurden notiert und gezahlt. Die Auswertung der Mikrokerne
erfolgte dabei nach den von Lasne et al.definierten Kriterien [Lasne et al., 1984]. So darf ein
Chromatinpartikel nur dann als Mikronukleus klassifiziert werden, wenn das Zytoplasma der
gezéahlten Zelle vollstandig erhalten ist. Der Mikrokern muss dabei deutlich im Zytoplasma
liegen und rund und scharf begrenzt sein. Auch muss der Mikrokern deutlich von den reguléa-
ren Zellkernen getrennt und abgegrenzt vorliegen. Dabei sollte seine Farbintensitat aber der-
jenigen der Zellkerne entsprechen. Sind beide Kerne einer binuklearen Zelle unterschiedlich
grol3, so muss der kleinere wenigstens die Halfte der GrolRe des GréfReren einnehmen. Die
als Mikrokerne eingestuften Chromatinpartikel dirfen nicht groRer sein als ein Finftel des
kleineren Zellkerns. Das Ergebnis der Auszahlung wird in Mikrokernen pro tausend gezahl-

ten Zellen angegeben.

2.4.6 Statistische Datenanalyse

Das Programm SPSS™ 11.0 wurde firr die statistische Analyse verwendet. Zur Priifung der
Normalverteilung der Versuchsergebnisse wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test mit Korrek-
tur nach Lilliefors angewendet. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Mann-
Whitney-U Tests zum Vergleich zweier unabhangiger Stichproben beziiglich einer Variablen,
des Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich von mehr als zwei unabhéngigen Stichproben be-
zuglich einer Variablen und mit Hilfe der Varianzanalyse lber das allgemeine lineare Modell
fur Messwiederholungen. Verglichen wurden Mittelwerte und Mediane der Versuchsergeb-
nisse. Der Mittelwert ist definiert als der Quotient aus der Summe aller Einzelwerte und der
Anzahl dieser Einzelwerte. Der Median ist definiert als der Wert, der in einer Aufreihung der
nach zunehmender GroRRe geordneten Einzelwerte genau in der Mitte dieser Wertereihe
liegt. Somit sind 50 % der Werte groRer und 50 % der Werte kleiner als der Median. Der Vor-
teil der Verwendung von Medianen als RechengrdoRe besteht in der geringeren Beeinflus-
sung der Ergebnisse durch AusreilRer und Extremwerte. Diese gehen in die Mittelwertsbe-
rechnung mit ein und kénnen die Ergebnisse beeinflussen.

Als Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von Kkleiner 5 % (p < 0,05) ge-

wahlt. Ferner wurde zur Prifung von Korrelationen eine bivariate Korrelationsanalyse mit
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Korrelationskoeffizienten nach Pearson verwendet. Hier wurde folgende Einteilung des Kor-

relationskoeffizienten nach Pearson zugrunde gelegt:

r bis 0,2 sehr geringe Korrelation
r bis 0,5 geringe Korrelation

r bis 0,7 mittlere Korrelation

r bis 0,9 hohe Korrelation

r iber 0,9 sehr hohe Korrelation

Die graphische Darstellung erfolgte mittels Boxplots. Die obere horizontale Begrenzung der
Box gibt die obere Quartile an, die untere horizontale Begrenzung dagegen die untere Quar-
tile. Die Box wird somit unten vom ersten und oben vom dritten Quatrtil (25. bzw. 75. Perzen-
til) begrenzt. Dies bedeutet, dass 50 % der Werte in der Box liegen, wahrend sich jeweils 25
% der Werte oberhalb und unterhalb der Box befinden. Die waagerechte Linie in der Box
stellt den Median dar. Die die Graphik begrenzenden haorizontalen T-Linien schranken den
gesamten Bereich, in dem die Werte liegen, ein. Sie geben somit den kleinsten und den
groldten Wert an, sofern es sich hierbei nicht um Ausreil3er oder Extremwerte handelt. Aus-
reiBer und Extremwerte werden in der Graphik gesondert vermerkt. Bei Ausreif3ern handelt
es sich um Werte, die um mehr als anderthalb Kastenlangen aulRerhalb liegen. Diese werden
mit einem Kreis gekennzeichnet. Extremwerte liegen um mehr als drei Kastenlangen aul3er-
halb und werden in der Graphik mit einem Stern markiert. Darlber hinaus fanden bei der
graphischen Darstellung der Versuchsergebnisse Haufigkeitsdiagramme Anwendung. Diese
geben in Form von Saulen die Haufigkeiten bestimmter Werte in einer definierten Gruppe

wieder.
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3. Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt werden die Versuchsergebnisse dieser Studie dargestellt und statis-

tisch analysiert.

3.1 Charakteristika der Versuchspersonen
3.1.1 Altersverteilung von Patienten und Kontrollpersonen

Im Rahmen der Auswahl der Kontrollpersonen wurde eine individuelle Altersabstimmung von
Patienten und Kontrollpersonen durchgefiihrt.

Die Mittelwerte und Mediane des Alters der je 40 Patienten und Kontrollpersonen lagen bei
jeweils 47 Jahren. Der Mittelwert des Alters aller 40 Patienten lag bei 47 Jahren, der Median
bei 47 Jahren. Bei der Kontrollgruppe wurde fir alle 40 Personen ein Altersmittelwert von 47
Jahren und ein Median von 47Jahren erreicht. Die Anzahl der mannlichen Patienten betrug
21, die der weiblichen 19 Personen. Diesen wurden 21 mannliche und 19 weibliche Kontroll-

personen gegenubergestellt (s. unter 6., Tabelle 3).
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Graphik 1: Boxplotdarstellung der Altersverteilung von Patienten und Kontrollpersonen

Nach Auftrennung des Patienten- und des Kontrollkollektivs nach Geschlechtszugehérigkei-

ten ergaben sich fir das Alter von Patienten und Kontrollpersonen die in nachstehender Ta-

belle aufgefiihrten Mittelwerte und Mediane:

Tabelle 1: Mittelwerte und Mediane des Alters von Patienten und Kontrollpersonen getrennt

nach Geschlecht

Geschlecht und Status

Altersmittelwert (Jahre)

Altersmedian (Jahre)

mannliche Patienten 47 47
mannliche Kontrollpersonen |47 a7
weibliche Patienten 47 45
weibliche Kontrollpersonen a7 a7
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3.1.2 Darstellung spezifischer Daten der nierentransplantierten Patienten und der Kontroll-

personen

Spezifische Daten der nierentransplantierten Patienten beztglich der Dialyse- und Trans-
plantationsdauer sowie der immunsuppressiven Medikationsschemata wurden fir jeden Pa-
tienten einzeln erfasst (s. unter 6., Tabellen 1, 2). Dasselbe gilt fiir spezifische Daten der

Kontrollpersonen (s. unter 6., Tabelle 3).

3.2 Mutagensensitivitdt und DNS-Repararturféahigkeit bei nierentransplantierten Pati-

enten und Kontrollpersonen

3.2.1 Vergleich der Lymphozytenzahlen von Patienten- und Kontrollkollektiv

Nach Wiederauftauen der unter Zusatz von DMSO als Frostschutzmittel eingefrorenen Pro-
ben wurden fur jede Probe die in 1 ml Zellsuspension enthaltenen Lymphozyten in der Neu-
bauerzahlkammer ausgezahlt. Die dabei ermittelte Zellzahl wurde in Millionen pro Milliliter
angegeben. Ein Vergleich der Lymphozytenzahlen der nierentransplantierten Patienten mit
den Lymphozytenzahlen der Kontrollpersonen wurde durchgeftihrt.

Der Mittelwert der Lymphozytenzahl lag fir das Patientenkollektiv bei 2,89 Millionen pro ml,
wahrend sich fur das Kontrollkollektiv ein Mittelwert von 2,71 Millionen pro ml ergab. Als Me-
diane wurden bei den Patienten 2,98 Millionen pro ml, bei der Kontrollgruppe 2,25 Millionen
pro ml errechnet. Da sich nach dem Kolmogorov-Smirnov-Test mit Korrektur nach Lilliefors
fur die Zellzahlen keine Normalverteilung ergab, wurden zur weiteren Analyse nicht-
parametrische Tests herangezogen. Zwischen den Lymphozytenzahlen von Patienten und
Kontrollpersonen ergab sich im Mann-Whitney U-Test fir zwei unabhangige Stichproben
kein signifikanter Unterschied (p=0,140).

Eine Abhéngigkeit der Lymphozytenzahl von der Zugehdérigkeit zum Patienten- oder Kon-

trollkollektiv konnte somit nicht nachgewiesen werden.

40



12

*
10 1
8 1 *
<
<

Zellzahl in Millionen/ml
(o]

_|__|_

Patienten Kontrollpersonen

O Ausreil3er, * Extremwerte

Graphik 2: Boxplotdarstellung der Zellzahlen von Patienten und Kontrollpersonen

3.2.2 Vergleich der Lymphozytenvitalitidten von Patienten und Kontrollpersonen

Sowohl vor Versuchsbeginn als auch nach jedem einzelnen Versuchsabschnitt wurde mittels
eines zusatzlichen Ansatzes gleicher Zellkonzentration der prozentuale Anteil vitaler Lym-
phozyten an der Gesamtzahl der Lymphozyten fir jeden Versuchsschritt (Negativkontrolle
mit Wasser, 0 min, 15, 30, 60 Minuten Reparaturzeit) bestimmt.

Zur Prufung der Normalverteilung der Vitalitdtszahlen von Patienten- und Kontrollkollektiv
wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test mit Korrektur nach Lilliefors verwendet. Da sich keine
Normalverteilung ergab, erfolgte die weitere Analyse mittels nicht-parametrischer Tests. Im
Vergleich von Patienten- und Kontrollwerten mit dem Mann-Whitney U-Test ergaben sich
signifikante Unterschiede (p=0,049) fir den Vitalitatstest vor Versuchsbeginn, wobei die Kon-
trollpersonen mit durchschnittlich 90% vitaler Zellen hdhere Vitalitdten aufwiesen als die Nie-
rentransplantierten mit 87% vitaler Zellen. Dagegen zeigten im Vitalitdtstest nach 60 Minuten

Reparaturdauer die Patienten mit 88 % vitaler Zellen signifikant h6here Werte (p= 0,035) als
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die Kontrollgruppe mit nur 85 %. Bei allen anderen Vitalitatstests ergaben sich keine signifi-

kanten Unterschiede zwischen Nierentransplantierten und Kontrollpersonen.
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Graphik 3: Boxplotdarstellung der Zellvitalitdten von nierentransplantierten Patienten und
Kontrollpersonen im Versuchsverlauf

Tabelle 2: Vergleich der durchschnittlichen Zellvitalitdten von Nierentransplantierten und
Kontrollpersonen im Versuchsverlauf mit dem Mann-Whitney U-Test

Vitalitat in % Versuchsbeginn | Kontrolle |0 min 15 min 30 min 60 min
Patienten 87 86 87 85 86 88
Kontrollpersonen | 90 88 83 84 84 85
p-Wert 0,049 0,291 0,095 0,570 0,087 0,035

Nach Aufteilung von Patienten und Kontrollpersonen nach Geschlechtszugehdrigkeit wurden
die Vitalitatswerte der Lymphozyten von mannlichen Nierentransplantierten und mannlichen

Kontrollpersonen sowie von weiblichen Nierentransplantierten und weiblichen Kontrollperso-

42



nen mit dem Mann-Whitney U-Test nochmals getrennt miteinander verglichen. Dabei erga-

ben sich keine signifikanten Unterschiede.

3.2.3 Exemplarische Darstellung des DNS-Migrationsverhaltens im Comet Assay

Fir jeden Versuchteilnehmer wurden pro Versuchsschritt (Kontrolle mit Aqua bidest., 0 Minu-
ten Reparaturintervall, 15, 30 und 60 Minuten Reparaturintervall) 80 DNS-Migrationen ver-
messen. Die so erhaltenen 80 OTM-Werte wurden ihrer GrofR3e nach in sechs Gruppen klas-
sifiziert: in OTM-Werte 0<OTM<2, 2<OTM<5, 5<0TM<10, 10<OTM<20, 20<OTM<30 und
OTM=>30. Die Haufigkeitsverteilungen der OTM-Werte, die sich bei jeweils 80 Messungen fir
die einzelnen Versuchsansétze ergaben, werden fur Nierentransplantierte und Kontrollper-

sonen anhand der folgenden Diagramme dargestellt.
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Graphiken 4, 5: Darstellung der DNS-Migrationen anhand von OTM-Wertegruppen,

getrennt nach Patienten und Kontrollpersonen vor Inkubation
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Graphiken 6, 7: Darstellung der DNS-Migrationen anhand von OTM-Wertegruppen,

getrennt nach Patienten und Kontrollpersonen fiir die Kontrolle mit Aqua bidest.
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Graphiken 8, 9: Darstellung der DNS-Migrationen anhand von OTM-Wertegruppen,

getrennt nach Patienten und Kontrollpersonen unmittelbar nach Zugabe von NDEA
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Graphiken 10, 11: Darstellung der DNS-Migrationen anhand von OTM-Wertegruppen,

getrennt nach Patienten und Kontrollpersonen nach 15 Minuten Reparatur
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Graphiken 12, 13: Darstellung der DNS-Migrationen anhand von OTM-Wertegruppen,

getrennt nach Patienten und Kontrollpersonen nach 30 Minuten Reparatur
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Graphiken 14, 15: Darstellung der DNS-Migrationen anhand von OTM-Wertegruppen,

getrennt nach Patienten und Kontrollpersonen nach 60 Minuten Reparatur

3.2.4 Vergleich der DNS-Migrationen von Patienten und Kontrollpersonen anhand von Mit-

telwerten und Medianen

Die Mittelwerte und Mediane der Lymphozytenreparaturversuche wurden mit dem Kolmogo-
rov-Smirnov-Test mit Korrektur nach Lilliefors auf Normalverteilung tberprift. Die Analyse
der Mittelwerte ergab teils signifikante und damit nicht normalverteilte, teils nicht-signifikante
und damit normalverteilte Werte. Ahnlich verhielt es sich bei der Analyse der Mediane von
Patienten und Kontrollpersonen. Die graphischen Analysen von Mittelwerten und Medianen
mittels Boxplotdarstellung bestatigten dies. Somit war festzustellen, dass flr die statistischen
Analysen von Mittelwerten und Medianen der einzelnen Versuchsschritte nicht-
parametrische Tests zu bevorzugen seien. Die Analyse der Mittelwerte und der Mediane von
nierentransplantierten Patienten und Kontrollpersonen erfolgte fir die einzelnen Versuchs-
schritte mit dem Mann-Whitney U-Test fir zwei unverbundene Stichproben. Dennoch er-
schien die Analyse tber Messwiederholungen im Rahmen des allgemeinen linearen Modells
zulassig, da hier der Grundsatz der Robustheit der Varianzanalyse gegentiber Abweichun-

gen von der Normalverteilung zum Tragen kommt.
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Tabelle 3: Prifung der Mittelwerte von Patienten und Kontrollpersonen auf Normalverteilung

mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test mit Korrektur nach Lilliefors

Kolmogorov- |vor Inkuba- | Kontrolle 0 min 15 min 30 min 60 min
Smirnov-Test® |tion

Patienten <0,001 <0,001 0,033 0,200 0,037 0,042
(p-Wert)

Kontrollgruppe | 0,200 0,200 0,200 0,004 0,200 0,200
(p-Wert)

& mit Korrektur nach Lilliefors

Tabelle 4: Prifung der Mediane von Patienten und Kontrollpersonen auf Normalverteilung

mit dem Kolmogrov-Smirnov-Test mit Korrektur nach Lilliefors

Kolmogorov- vor Inkuba- | Kontrolle 0 min 15 min 30 min 60 min
Smirnov-Test* | tion

Patienten 0,200 0,200 <0,001 0,200 0,013 0,200
(p-Wert)

Kontrollgruppe | 0,200 <0,001 0,073 <0,001 <0,001 <0,001
(p-Wert)

a mit Korrektur nach Lilliefors

Die Mittelwerte und Mediane der DNS-Migrationen von nierentransplantierten Patienten und
Kontrollpersonen wurden fir jeden Versuchsabschnitt mit dem Mann-Whitney U-Test fir
zwei unabhangige Stichproben miteinander verglichen. Zur Veranschaulichung der Ver-
suchsergebnisse von Patienten und Kontrollpersonen bei jedem Versuchsabschnitt sollen
die Boxplotdarstellungen im folgenden Abschnitt beitragen. Dabei werden Mittelwerte und
Mediane getrennt einander gegentibergestellt. Die nachfolgenden Tabellen sollen eine bes-

sere Ubersicht Giber die analysierten Wertepaare liefern.

47




a. Vergleich der DNS-Migrationen vor Inkubation

Die Lymphozyten der Kontrollgruppe zeigten einen OTM-Mittelwert von 2,02, die Patienten-
lymphozyten einen Mittelwert von 1,71. Die Werte unterschieden sich nicht signifikant
(p=0,182).

Der Vergleich der Mediane der OTM-Werte ergab signifikant hohere Werte (p=0,005) bei der
Kontrollgruppe mit einem Median von 1,72 als bei den Nierentransplantierten mit einem Me-

dian von 0,85.
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Graphikenl16, 17: Boxplotdarstellungen der OTM-Mittelwerte und der Mediane vor Inkubati-

on, getrennt nach Patienten und Kontrollpersonen
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b. Vergleich der DNS-Migrationen von Patienten und Kontrollpersonen fir die Kontrolle mit

Aqua bidest.

Der OTM-Mittelwert fiir die Kontrolle mit Aqua bidest. lag bei den Patienten bei 1,99, bei der
Kontrollgruppe bei 1,97. Die Analyse mit dem Mann-Whitney-U-Test ergab keinen signifikan-
ten Unterschied (p=0,103) im Migrationsverhalten der Lymphozyten-DNS beider Gruppen.

Beim Vergleich der Mediane ergab sich bei der Kontrolle mit Aqua bidest. fur die Gruppe der
Nierentransplantierten mit einem Median von 1,09 ein signifikant niedrigerer Wert (p<0,001)

als fur die Kontrollgruppe mit einem Median von 1,46.
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Graphiken 18, 19: Boxplotdarstellungen der OTM-Mittelwerte und der Mediane fir die Kon-

trolle mit Aqua bidest., getrennt nach Patienten und Kontrollpersonen
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c. Vergleich der DNS-Migrationen unmittelbar nach Schadigung

Die Patienten zeigten unmittelbar nach Schadigung durch NDEA einen OTM-Mittelwert von

8,33, die Kontrollgruppe einen Wert von 7,48. Dieser Werteunterschied stellte sich als nicht
signifikant dar (p=0,522).

Auch die Mediane von Patienten und Kontrollpatienten zeigten unmittelbar nach Zugabe der

schadigenden Substanz NDEA keinen signifikanten Unterschied (p=0,133).
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Graphiken 20, 21: Boxplotdarstellung der OTM-Mittelwerte und Mediane unmittelbar nach

Schadigung durch NDEA, getrennt nach Patienten und Kontrollpersonen
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d. Vergleich der DNS-Migrationen nach 15 Minuten Reparaturdauer

Nach einem 15-minitigen Reparaturintervall zeigten die Patientenlymphozyten einen OTM-
Mittelwert von 6,48, die Kontrollgruppe einen Wert von 7,09. Signifikant war dieser Unter-
schied nicht (p=0,525).

Der Medianwert der Kontrollgruppe lag nach 15 Minuten Reparaturzeit mit 1,72 signifikant

hoher (p=0,039) als derjenige der Nierentransplantierten mit 1,38.
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Graphiken 22, 23: Boxplotdarstellung der OTM-Mittelwerte und Mediane nach 15 Minuten

Reparatur, getrennt nach Patienten und Kontrollpersonen
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e. Vergleich der DNS-Migrationen nach 30 Minuten Reparaturdauer

Die Mittelwerte der DNS-Migrationen der Kontrollgruppe lagen nach 30 Minuten Reparatur-
zeit bei 6,54, die der Patienten bei 5,45. Die Analyse mit dem Mann-Whitney U-Test ergab
kein signifikantes Ergebnis (p=0,081).

Nach der Reparaturzeit von 30 Minuten lag der Median der DNS-Migrationen der Kontrollpa-

tienten mit 1,67 signifikant hoher (p=0,007) als derjenige der Patienten mit 1,28.
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Graphiken 24, 25: Boxplotdarstellung der OTM-Mittelwerte und Mediane nach 30 Minuten

Reparatur, getrennt nach Patienten und Kontrollpersonen
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f. Vergleich der DNS-Migrationen nach 60 Minuten Reparaturdauer

Nach 60-minutigem Reparaturintervall zeigte die Lymphozyten-DNS der Kontrollgruppe ei-
nen mittleren OTM-Wert von 6,89. Der Mittelwert der Patienten lag bei 5,60. Dieser Unter-
schied war signifikant (p=0,008)

Auch beim Vergleich der Mediane nach 60 Minuten ergab sich fur die Kontrollgruppe mit ei-
nem Median von 1,61 ein signifikant hoherer Wert (p=0,009) als fur die Patientengruppe mit

einem Median von 1,26.
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Graphiken 26, 27: Boxplotdarstellung der OTM-Mittelwerte und Mediane nach 60 Minuten

Reparatur, getrennt nach Patienten und Kontrollpersonen
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Tabelle 5: Vergleich der OTM-Mittelwerte von Nierentransplantierten und Kontrollpersonen

im Mann-Whitney U-Test

Mittelwert vor Ink. Kontrolle 0 min 15 min 30 min 60 min
Patienten 1,71 1,99 8,33 6,48 5,45 5,60
Kontrollpersonen | 2,02 1,97 7,48 7,09 6,54 6,89
p-Wert 0,182 0,103 0,522 0,525 0,081 0,008

Tabelle 6: Vergleich der Mediane der OTM-Werte von Nierentransplantierten und Kontroll-

personen mit dem Mann-Whitney U-Test

Median vor Ink. Kontrolle |0 min 15 min 30 min 60 min
Patienten 0,85 1,09 2,73 1,38 1,28 1,26
Kontrollpersonen | 1,72 1,46 2,84 1,72 1,67 1,61
p-Wert 0,005 <0,001 0,133 0,039 0,007 0,009

Ein signifikanter Unterschied beim Vergleich der OTM-Mittelwerte ergab sich nur nach 60-
minttigem Reparaturintervall, nach dem die Kontrollpersonen hdhere durchschnittliche OTM-
Werte zeigten als die Gruppe der nierentransplantierten Patienten. Dabei war der mittlere
OTM-Wert der Nierentransplantierten unmittelbar nach Zugabe von NDEA zwar hdher als
derjenige bei den Kontrollpersonen, doch war dieser Unterschied nicht signifikant. Bereits
nach 15 Minuten zeigte die Kontrollgruppe héhere mittlere OTM-Werte als die Gruppe der
nierentransplantierten Patienten. Dieser Effekt verstarkte sich im weiteren Versuchsablauf
immer mehr.

Beim Vergleich der Mediane zeigten die OTM-Werte von Patienten und Kontrollpersonen nur
unmittelbar nach Zusatz von NDEA als schadigendes Agens keinen signifikanten Unter-
schied der OTM-Werte. Zu allen anderen Zeitpunkten der Lymphozytenreparatur, wie auch
vor Inkubation, lagen die Mediane der Kontrollpersonen signifikant Giber den Medianen der

Nierentransplantierten.
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3.2.5 Vergleich der Mittelwerte und Mediane der DNS-Migrationen von mannlichen nieren-

transplantierten Patienten und Kontrollpersonen

Ein Vergleich der OTM-Mittelwerte und der Mediane der Lymphozytenreparaturversuche von
mannlichen Patienten und Kontrollpersonen erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test fir zwei
unabhangige Stichproben.

Beim Vergleich der OTM-Mittelwerte ergab sich bei keinem Versuchsabschnitt ein signifikan-
ter Unterschied (s. Tabelle 7).

Tabelle 7: Vergleich der OTM-Mittelwerte von nierentransplantierten Mannern und mannli-

chen Kontrollpersonen mit dem Mann-Whithey U-Test

Mittelwert vor Ink. Kontrolle |0 min 15 min 30 min 60 min
mannl. Pat. 1,9 2,2 8,55 577 5,04 6,03
mannl. Ko. 1,84 1,93 7,53 7,64 6,25 6,95
p-Wert 0,734 0,606 0,753 0,080 0,242 0,170

Der Vergleich der Mediane der OTM-Werte von mannlichen Nierentransplantierten und Kon-
trollpersonen ergab einen signifikant hdheren Medianwert der ménnlichen Kontrollpersonen
vor Inkubation (p=0,023). Signifikant h6here Medianwerte (p=0,027) der mé&nnlichen Kon-
trollpersonen lieBen sich auch bei der Kontrolle mit Aqua bidest. (p=0,027), nach 15-
(p=0,021), 30- (p=0,010), sowie nach 60-minitigem Reparaturintervall (p=0,005) beobach-
ten.

Unmittelbar nach Schadigung durch NDEA konnte dagegen kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Medianwert der DNS-Migrationen von ménnlichen Patienten und Kontrollper-

sonen nachgewiesen werden (s.Tabelle 8) .

Tabelle 8: Vergleich der Mediane der OTM-Werte von nierentransplantierten Mannern und

mannlichen Kontrollpersonen mit dem Mann-Whitney U-Test

Median vor Ink. Kontrolle 0 min 15 min 30 min 60 min
mannl. Pat. | 0,82 1,13 2,98 1,34 1,15 1,15
mannl. Ko. [1,74 1,49 2,87 1,80 1,79 1,72
p-Wert 0,023 0,027 0,406 0,021 0,010 0,005
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3.2.6 Vergleich der Mittelwerte und der Mediane der DNS-Migrationen von weiblichen Nie-

rentransplantierten und Kontrollpersonen

Beim Vergleich der OTM-Mittelwerte von weiblichen Nierentransplantierten und Kontrollper-
sonen ergab sich lediglich nach 60-minitiger Reparaturzeit ein signifikanter Unterschied
(p=0,020). Hier wiesen die weiblichen Kontrollpersonen einen signifikant hdheren Fragmen-
tierungsgrad der Lymphozyten-DNS auf als die weiblichen Nierentransplantierten (s. Tabelle
9).

Tabelle 9: Vergleich der OTM-Mittelwerte von nierentransplantierten Frauen und weiblichen

Kontrollpersonen mit dem Mann-Whitney U-Test

Mittelwert | vor Ink. Kontrolle 0 min 15 min 30 min 60 min
weibl. Pat. |1,5 1,77 8,10 7,27 5,89 5,12
weibl. Ko. 2,19 2,02 7,43 6,49 6,85 6,82
p-Wert 0,056 0,070 0,672 0,274 0,335 0,020

Der Vergleich der Mediane von weiblichen Patienten und Kontrollpersonen vor Inkubation
der Lymphozyten ergab keinen signifikanten Unterschied. Ebenso verhielt es sich beim Ver-
gleich der Mediane unmittelbar nach Schadigung durch NDEA, sowie nach 15, 30 und 60
Minuten Reparaturdauer.

Bei der Kontrolle mit Aqua bidest. zeigten die weiblichen Patienten niedrigere Medianwerte
als die weiblichen Kontrollpersonen (s. Tabelle 10). Dieser Unterschied stellte sich im Mann-
Whitney U-Test signifikant dar (p=0,004).

Tabelle 10: Vergleich der Mediane der OTM-Werte von nierentransplantierten Frauen und

weiblichen Kontrollpersonen mit dem Mann-Whitney U-Test

Median vor Ink. Kontrolle |0 min 15 min 30 min 60 min
weibl. Pat. 0,89 1,06 2,45 1,42 1,42 1,37
weibl. Ko. 1,69 1,44 2,79 1,64 1,55 1,48
p-Wert 0,132 0,004 0,184 0,502 0,300 0,439
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3.2.7 Vergleich der Mittelwerte und Mediane der DNS-Migrationen von mannlichen und weib-

lichen nierentransplantierten Patienten

Um eventuell bestehende Geschlechtsunterschiede in der Reparaturkapazitat der Lympho-
zyten des nierentransplantierten Patientenstammes nachzuweisen, wurden die OTM-
Mittelwerte und die Mediane der mannlichen und weiblichen Patienten fiir jeden Versuchs-
abschnitt mit dem Mann-Whitney U-Test fir zwei unverbundene Stichproben verglichen.

Bei der durchgefuhrten Analyse der OTM-Mittelwerte ergab sich jedoch fir keinen Versuchs-
abschnitt ein signifikanter Unterschied zwischen nierentransplantierten Mannern und Frauen
(s. Tabelle 11).

Tabelle 11: Vergleich der OTM-Mittelwerte von mannlichen und weiblichen Nierentransplan-

tierten mit dem Mann-Whitney U-Test

Mittelwert | vor Ink. Kontrolle 0 min 15 min 30 min 60 min
mannlich 1,90 2,20 8,55 577 5,04 6,03
weiblich 1,50 1,77 8,10 7,27 5,89 5,12
p-Wert 0,342 0,597 0,935 0,050 0,126 0,440

Der Vergleich der Mediane der DNS-Schadigung von mannlichen und weiblichen nieren-
transplantierten Patienten mit dem Mann-Whitney U-Test flr zwei unabhangige Stichproben
ergab ebenfalls fur keinen der Versuchsschritte einen signifikanten Unterschied (s. Tabelle
12).

Tabelle 12: Vergleich der Mediane der OTM-Werte von ménnlichen und weiblichen Nieren-

transplantierten mit dem Mann-Whitney U-Test

Median vor Ink. Kontrolle 0 min 15 min 30 min 60 min
mannlich 0,82 1,13 2,98 1,34 1,15 1,15
weiblich 0,89 1,06 2,45 1,42 1,42 1,37
p-Wert 0,629 0,755 0,551 0,551 0,155 0,250

Bei keinem der Versuchabschnitte der Lymphozytenreparatur konnte beim Vergleich von
mannlichen und weiblichen Nierentransplantierten ein signifikanter Unterschied gefunden
werden. Eine Abhangigkeit der Lymphozytenreparatur von der Geschlechtszugehdorigkeit

konnte in der Gruppe der Nierentransplantierten nicht erbracht werden.
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3.2.8 Vergleich der Mittelwerte und Mediane der DNS-Migrationen von mannlichen und weib-

lichen Kontrollpersonen

Zum Vergleich der Mittelwerte und Mediane der DNS-Migrationen von mannlichen und weib-
lichen Kontrollpersonen wurde ebenfalls der Mann-Whitney U-Test herangezogen.

Beim Vergleich der Mittelwerte ergab sich bei keinem Versuchsschritt ein signifikanter Unter-
schied (s. Tabelle 13).

Tabelle 13: Vergleich der OTM-Mittelwerte von ménnlichen und weiblichen Kontrollpersonen

mit dem Mann-Whitney U-Test

Mittelwert | vor Ink. Kontrolle 0 min 15 min 30 min 60 min
mannlich 1,84 1,93 7,53 7,64 6,25 6,95
weiblich 2,19 2,02 7,43 6,49 6,85 6,82
p-Wert 0,655 0,440 0,903 0,198 0,516 0,685

Auch die vergleichende Analyse der Mediane von mannlichen und weiblichen Kontrollperso-

nen ergab keinen signifikanten Effekt (s. Tabelle 14).

Tabelle 14: Vergleich der Mediane der OTM-Werte von mannlichen und weiblichen Kontroll-

personen mit dem Mann-Whitney U-Test

Median vor Ink. Kontrolle 0 min 15 min 30 min 60 min
mannlich 1,74 1,49 2,87 1,80 1,79 1,72
weiblich 1,69 1,44 2,79 1,64 1,55 1,48
p-Wert 0,881 0,978 0,695 0,635 0,850 0,261

Bei keinem Versuchsabschnitt der Lymphozytenreparaturversuche lieRen sich beim Ver-
gleich der OTM-Mittelwerte und der Mediane von mannlichen und weiblichen Kontrollperso-
nen signifikante Unterschiede nachweisen. Der Nachweis einer Geschlechtsgebundenheit

der Versuchsergebnisse konnte fiir das Kontrollkollektiv nicht erbracht werden.
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3.2.9 Varianzanalyse des Verlaufs der Lymphozytenreparatur anhand der Mittelwerte und

Uberpriifung der Einflussnahme der Zellvitalititen auf die DNS-Migration

Die Varianzanalyse des Verlaufs der Lymphozytenreparatur erfolgte unter Anwendung des
allgemeinen linearen Modells fir Messwiederholungen. Dabei wurde der Reparaturverlauf
durch die funf Versuchsschritte: Kontrolle, 0 Minuten Reparaturzeit, 15-, 30- und 60-
minltiges Reparaturintervall definiert, fir Patienten und Kontrollgruppe getrennt analysiert

und miteinander verglichen.

a. Test der Innersubjektkontraste

Der Test der Innersubjektkontraste diente zur Erfassung von Unterschieden im Kurvenver-
lauf der Reparaturverlaufe von Patienten und Kontrollpersonen.

Fur die Reparaturverlaufe in Abhangigkeit von der Zugehdrigkeit zum Patienten- oder Kon-
trollkollektiv ergaben sich signifikante Unterschiede fur die lineare (lineare Geraden)
(p=0,000) und die kubische (Doppelwellen) (p=0,029), nicht aber fur die quadratische (U-
Wellen) Verlaufsprifung (p=0,514) und auch nicht fir die Verlaufsprifung vierter Ordnung
(dreifache Wellen) (p=0,210).

b. Mulitvariate Tests - Test der Zwischensubjekteffekte mittels t-Test

Bei den Tests der Zwischensubjekteffekte, sprich der Unterschiede zwischen Werten der
Patienten- und der Kontrollgruppe zu den einzelnen Versuchszeitpunkten, mit dem t-Test fur
unverbundene Stichproben ergab sich ein signifikanter Unterschied beim Vergleich der Mit-
telwerte nach 30 (p=0,041) Minuten Reparaturdauer. Ebenfalls signifikant war der Unter-
schied zwischen den Werten von Patienten- und Kontrollkollektiv beim Vergleich der Werte
nach 60-mindtigem Reparaturintervall (p=0,014). Beide Male lagen die mittleren OTM-Werte

der Kontrollgruppenpatienten somit signifikant hoher.

c. Einfluss der Zellvitalitaten auf die DNS-Migration

Um den Einfluss der Zellvitalitdten auf das Migrationsverhalten der Lymphozyten-DNS von
Patienten und Kontrollpersonen zu prifen, fand das allgemeine lineare Modell fir Messwie-
derholungen mit den Zellvitalitdten als Kovariate Anwendung. So war es moglich, die Repa-
raturverlaufe zu betrachten und zugleich den Einfluss eventuell héherer Anteile von avitalen
Zellen auf die OTM-Werte im Ergebnis zu berlicksichtigen. Bei der Analyse der Unterschiede
im Reparaturverlauf von Patienten- und Kontrollgruppe mit den Zellvitalitaten als Kovariaten
ergaben sich jedoch in den Tests der Innersubjektkontraste Ergebnisse, die sich kaum von

den unter 3.2.9.a und b. genannten unterschieden. Es ergab sich Signifikanz fir die lineare
59



(Geraden) Verlaufsanalyse (p=0,005) wie auch fir die kubische (Doppelwellen) (p=0,034).
Keine Signifikanz ergab sich wiederum fir die quadratische (U-Kurven) (p=0,910) und fur die
Verlaufsdarstellung vierter Ordnung (dreifache Wellen) (p=0,304). Somit lasst sich feststel-
len, dass eine Einflussnahme der Lymphozytenvitalitaten auf die Reparaturverlaufe von Pati-

enten und Kontrollpersonen nicht angenommen werden kann.

3.2.10 Varianzanalyse des Verlaufs der Lymphozytenreparatur anhand der Mediane und
Uberpriifung der Einflussnahme der Zellvitalitaten der Lymphozyten auf die DNS-

Migration

Ebenso wie fir die Mittelwerte wurde auch fir die Mediane der Lymphozytenreparaturversu-
che eine Varianzanalyse Uber das allgemeine lineare Modell fir Messwiederholungen durch-
gefuhrt. Dabei wurden die Reparaturverlaufe durch die Medianwerte der DNS-Schéadigung,
dargestellt als OTM-Werte, zu den Zeitpunkten Kontrolle mit Aqua bidest sowie fir 0, 15, 30
und 60 Minuten Reparaturzeit definiert und fir Patienten- und Kontrollkollektiv getrennt ana-

lysiert.

a. Tests der Innersubjektkontraste

Die Reparaturverlaufe in Abhangigkeit von der Zugehoérigkeit zum Patienten- und Kontrollkol-
lektiv, die in den Tests der Innersubjektkontraste analysiert wurden, zeigten keine signifikan-
ten Unterschiede. Weder fur das lineare (p=0,567) noch fir das quadratische (p=0,576), ku-
bische (p=0,376) oder das Verlaufsmodell vierter Ordnung (p=0,583) wurde Signifikanz er-

reicht.

b. Multivariate Tests - Test der Zwischensubjekteffekte mittels t-Test

Der t-Test fur unverbundene Stichproben zur Prifung der Zwischensubjekteffekte, sprich zur
Analyse der Werteunterschiede zu den einzelnen Versuchszeitpunkten, wurde - wie schon
bei der Mittelwertsanalyse - auch hier durchgefiihrt. Dabei ergaben sich fur die Kontrollpati-
enten sowohl fir die Kontrolle mit Aqua bidest (p=0,000) wie auch nach 15 (p=0,028), 30
(p=0,006) und 60 Minuten (p=0,008) Reparaturzeit signifikant héhere Mediane der OTM-

Werte als fur die nierentransplantierten Patienten.

c. Einfluss der Zellvitalitaten auf die DNS-Migration

Um eine mdgliche Auswirkung der Lymphozytenvitalititen auf den Verlauf der DNS-
Reparaturen von Patienten und Kontrollgruppe nicht zu Gbersehen, wurde auch fir die Medi-

anwerte die Varianzanalyse uber das allgemeine lineare Modell fir Messwiederholungen mit
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den Vitalitadtsangaben als Kovariaten durchgefiihrt. Auch hier konnte ein Einfluss der Vitali-
tatswerte auf die Verlaufskurven der Lymphozytenreparatur tUber Zeit von Patienten und
Kontrollpersonen nicht beobachtet werden. Weder fir die lineare (p=0,687) noch fir die
guadratische (p=0,997), kubische (p=0,541) oder die Verlaufsprifung vierter Ordnung
(p=0,520) ergab sich Signifikanz. Ein signifikanter Einfluss der Zellvitalitaten auf die anhand

der Medianwerte dargestellten Reparaturverlaufe lasst sich somit ausschlie3en.

3.2.11 Uberpriifung der Einflussnahme von Cyclosporin A auf die DNS-Migration

18 der 40 nierentransplantierten Patienten in dieser Studie erhielten Cyclosporin A in Kombi-
nation mit anderen Immunsuppressiva wie Mycophenolat Mofetil, Azathioprin und Me-
thylprednison. Bei Patienten, die eine immunsuppressive Kombinationstherapie mit Cyc-
losporin A erhalten, wird von einer erhéhten Malignominzidenz ausgegangen. Darlberhinaus
steht Cyclosporin A im Verdacht, die DNS-Reparatur nachhaltig zu beeinflussen. Deshalb
wurde eine mdgliche Einflussnahme von Cyclosporin A auf die DNS-Reparatur in dieser Stu-
die Uberprift, indem das DNS-Migrationsverhalten der mit Cyclosporin A behandelten Pati-
enten mit dem der Patienten ohne Cyclosporin A im Medikationsschema verglichen wurde.

Als Test fand der Mann-Whitney U-Test flr zwei unverbundene Stichproben Anwendung.

a. Vergleich der Mittelwerte der DNS-Migrationen innerhalb der Patientengruppe in Abhan-

gigkeit von der Cyclosporin A-Therapie

Fur jeden der Versuchsschritte Kontrolle mit Aqua bidest., 0, 15, 30 und 60 Minuten Repara-
turzeit sowie vor Inkubation mit NDEA wurden die OTM-Mittelwerte der Lymphozytenrepara-
tur fur die Patientengruppen mit und ohne Cyclosporin A im Medikationsschema mit dem
Mann-Whitney U-Test verglichen (s. Tabelle 15). Dabei ergab sich bei keinem der Versuchs-

abschnitte ein signifikantes Ergebnis.
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Graphik 28: Vergleich der OTM-Mittelwerte in Abhangigkeit von der Immunsuppression mit

Cyclosporin

A

Tabelle 15: Vergleich der OTM-Mittelwerte innerhalb der Patientengruppe nach Medikation

mit und ohne Cyclosporin A mit dem Mann-Whitney U-Test

Mittelwert | vor Ink. Kontrolle 0 Minuten |15 Minuten |30 Minuten |60 Minuten
mit Cyc.A |1,67 2,01 7,90 6,20 5,26 5,93

ohne Cyc.A | 1,75 1,93 9,02 6,88 5,77 5,48
p-Wert 0,580 0,693 0,447 0,395 0,485 0,927

b. Vergleich der Mediane der DNS-Migrationen innerhalb der Patientengruppe in Abhangig-

keit von der Cyclosporin A-Therapie

Auch die Mediane der DNS-Migrationen der nierentransplantierten Patienten mit und ohne

Cyclosporin A als Bestandteil der immunsuppressiven Basismedikation wurden mit dem

Mann-Whitney-U Test fUr jeden Versuchsschritt verglichen (s. Tabelle 16). Ein signifikanter

Unterschied ergab sich auch hier nicht.
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Graphik 29: Vergleich der Mediane der OTM-Werte in Abhangigkeit von der Immunsuppres-

sion mit Cyclosporin A

Tabelle 16: Vergleich der Mediane der OTM-Werte innerhalb der Patientengruppe nach Me-

dikation mit und ohne Cyclosporin A mit dem Mann-Whitney U-Test

Median vor Ink. Kontrolle 0 Minuten | 15 Minuten |30 Minuten |60 Minuten
mit Cyc. A |0,78 1,08 3,03 1,42 1,24 1,18

ohne Cyc.A | 0,90 1,06 2,52 1,30 1,25 1,28
p-Wert 0,184 0,761 0,843 0,820 0,964 0,513
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3.3 Vergleich der Bildung von Mikrokernen bei nierentransplantierten Patienten und

Kontrollpersonen

3.3.1 Uberblick uiber die Ergebnisse des Mikrokerntests

Einen Uberblick Uber die Ergebnisse des Mikrokerntests bei allen Studienteilnehmern, bei

den nierentransplantierten Patienten und bei den Kontrollpersonen, sowie nach weitere Auf-

teilung nach Geschlechtszugehdérigkeit, sollen die Tabellen 17 und 18 liefern.

Tabelle 17: Mittelwerte und Mediane der Mikrokerntestergebnisse

Mikrokerne (%o) Mittelwert Median
Insgesamt 8,35 6,00
Manner 6,24 5,00
Frauen 10,68 8,50
Patienten 8,38 6,00
Kontrollpersonen 8,32 6,50
Patienten méannlich 6,00 5,00
Patienten weiblich 11,00 12,00
Kontrollgruppe mannlich 6,48 5,00
Kontrollgruppe weiblich 10,37 8,00

Die niedrigsten und hoéchsten Mikrokernfrequenzen, die bei allen Studienteilnehmern, nach

Aufteilung nach Zugehdrigkeit zum Patienten- und Kontrollkollektiv, sowie nach Trennung

nach Geschlechtern beobachtet wurden, sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle18: Mikrokerntest — niedrigste und héchste Einzelwerte

Mirkokerne (%o)

niedrigste Einzelwerte

hoéchste Einzelwerte

Insgesamt 0 25
Manner 0 22
Frauen 1 25
Patienten 0 25
Kontrollgruppe 0 23
Patienten mannlich 0 22
Patienten weiblich 1 25
Kontrollgruppe mannlich 0 16
Kontrollgruppe weiblich 1 23
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3.3.2 Kolmogorov-Smirnov-Test mit Korrektur nach Lilliefors zur Prifung der Normalvertei-

lung

Der Kolmogorov-Smirnov-Test mit Korrektur nach Lilliefors ergab sowohl fiir die Mikrokern-
testergebnisse des Patienten- wie auch fiir die des Kontrollkollektivs signifikante Ergebnisse
(Patienten: p=0,009; Kontrollgruppe: p=0,001). Somit musste die Annahme einer Normalver-
teilung der Testergebnisse abgelehnt werden. Die weitere Analyse der Ergebnisse erfolgte

mittels nicht-parametrischer Tests.

3.3.3 Mikrokernfrequenz in Abhangigkeit vom Geschlecht

Wahrend alle mannlichen Versuchsteilnehmer, egal ob Patient oder Kontrollperson, einen
mittleren Wert von 6,24 %o, Mikrokernen aufwiesen, zeigten alle weiblichen Versuchsteilneh-
mer mit durchschnittlich 10,68 %. Mikrokernen deutlich héhere Ergebnisse. Dieser Unter-

schied stellte sich im Mann-Whitney U-Test mit einem p-Wert von 0,004 signifikant dar.
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Graphik 30: Boxplotdarstellung der Ergebnisse des Mikrokerntests, getrennt nach Ge-

schlecht

65



Dies bestéatigte auch die Korrelationsanalyse von Mikrokernhaufigkeit und Geschlechtszuge-
horigkeit. Hier zeigte sich, dass Mikrokernfrequenz mit dem Geschlecht korreliert. So zeigten
alle Manner in dieser Studie, egal ob Patient oder Kontrollperson, signifikant niedrigere Wer-
te als Frauen. Die Analyse ergab einen Korrelationskoeffizienten nach Pearson von r=0,349,
der auf eine geringe Korrelation hinweist und bei einer zweiseitigen Testung mit einem p-

Wert von p=0,001 hochsignifikant war.

3.3.4 Korrelation von Mikrokernfrequenz und Alter

Eine Korrelationsanalyse von Mikrokernhaufigkeiten und Alter aller 80 Studienteilnehmer
wurde durchgefuhrt. Dabei ergab die Korrelationsanalyse von Alter und Mikrokerntestergeb-
nissen mit einem Korrelationskoeffizienten nach Pearson von r=0,150 und einer zweiseitigen
Signifikanz von p=0,183 keinen Zusammenhang zwischen der Hohe der Ergebnisse des

Mikrokerntests und dem Alter der Patienten.

3.3.5 Vergleich der Mikrokernfrequenzen von Patienten und Kontrollpersonen

Der Vergleich der Testergebnisse von Patienten und Kontrollpatienten erfolgte mit dem

Mann-Whitney U-Test fir zwei unverbundene Stichproben. Ein signifikanter Unterschied der

Mittelwerte fir Patienten (8,38 %o) und Kontrollpatienten (8,32 %o0) ergab sich mit einem p-
Wert von 0,699 nicht.
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Graphik 31: Boxplotdarstellung der Mikrokerntestergebnisse von Nierentransplantierten und

Kontrollpersonen

Ein signifikanter Unterschied in der Mikrokernfrequenz zwischen Nierentransplantierten und

Kontrollpersonen liel3 sich somit nicht nachweisen.

3.3.6 Vergleich der Mikrokernfrequenzen von mannlichen Nierentransplantierten und Kon-

trollpersonen

Die Testergebnisse der mannlichen Kontrollgruppe lagen mit durchschnittlich 6,48 %o, Mikro-

kernen pro tausend Zellen kaum hoher als die der mannlichen Patientengruppe mit 6,00 %o

Mikrokernen. Der mittels Mann-Whitney U-Test analysierte Unterschied war nicht signifikant
(p=0,561).
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3.3.7 Vergleich der Mikrokernfrequenzen von weiblichen Nierentransplantierten und weibli-

chen Kontrollpersonen

Die nierentransplantierten Patientinnen hatten im Mittel 11,0 %o Mikrokerne, wahrend die
Kontrollpersonen 10,37 %o Mikronkerne aufwiesen. Auch hier ergab der Mann-Whitney-Test

keinen signifikanten Unterschied (p=0,942).

Somit lasst sich zusammenfassend feststellen, dass auch nach Aufteilung des Patienten-
und Kontrollkollektivs nach Geschlecht und nach gesondertem Vergleich gleichgeschlechtli-
cher Patienten und Kontrollpersonen keine signifikant erhéhte Mikrokernfrequenz bei Nieren-

transplantierten nachweisbar war.

3.3.8 Vergleich der Mikrokernfrequenzen von mannlichen und weiblichen nierentransplantier-

ten Patienten

Beim Vergleich der Mikrokernhaufigkeiten der 21 ménnlichen und 19 weiblichen Patienten

zeigten die weiblichen Nierentransplantierten signifikant (p=0,035) héhere Werte.

3.3.9 Vergleich der Mikrokernfrequenzen von mannlichen und weiblichen Kontrollpersonen

Auch innerhalb der Kontrollgruppe zeigten die Frauen signifikant hdhere Ergebnisse
(p=0,041) als die Manner.

Sowohl fur die Gruppe der Nierentransplantierten als auch fir die Kontrollgruppe traf zu, was

bereits beim Vergleich von Mannern und Frauen allgemein feststellbar war: eine signifikant

erhdhte Mikrokernhaufigkeit bei den Frauen im Vergleich mit den Mannern.
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Graphik 32: Ergebnisse des Mikrokerntests von Nierentransplantierten und Kontrollpersonen,

getrennt nach Geschlecht

3.3.10 Uberprifung des Einflusses von Cyclosporin A auf die Mikrokernbildung

Das Immunsuppressivum Cyclosporin A war bei 18 der 40 nierentransplantierten Patienten
Teil des Medikationsschemas. Dieser Substanz wird in der Literatur eine nicht unbedeutende
Rolle bei der Entstehung maligner Neoplasien zugeschrieben. Um einen moglichen Effekt
von Cyclosporin A auf die Entstehungshaufigkeit von Mikrokernen zu erfassen, wurde die
Mikrokernh&ufigkeit in Lymphozyten derjenigen Patienten, in deren Medikationsschema Cyc-
losporin A neben anderen Medikamenten enthalten war, mit der Mikrokernanzahl bei den
nierentransplantierten Patienten, die andere Medikamentenkombinationen beispielweise mit
Tacrolimus oder Mycophenolat Mofetil erhielten, verglichen. Die statistische Analyse erfolgte
mit dem Mann-Whitney U-Test fir zwei unabhangige Stichproben. Ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Mikrokernhaufigkeiten beider Patientengruppen ergab sich jedoch

nicht.
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Graphik 33: Boxplotdarstellung der Mikrokernfrequenzen bei Immunsupprimierten mit und

ohne Cyclosporin A

Tabelle19: Vergleich der Mikrokernfrequenzen von Patienten mit und ohne Cyclosporin A im

Medikationsschema

Mikrokerne (%o) Mittelwert (%o)
mit Cyclosprin A 7,00

ohne Cyclosporin A 9,47

p-Wert 0,368

3.4 Korrelation der DNS-Migration und der Mikrokernbildung

Mit den Lymphozyten eines jeden Studienteilnehmers, egal ob zum Patienten- oder Kontroll-
kollektiv gehdrend, wurde sowohl ein Lymphozytenreparaturversuch als auch ein Mikrokern-
test durchgefiihrt. Dies geschah nicht zuletzt, um einen mdoglicherweise bestehenden Zu-

sammenhang zwischen dem Migrationsverhalten der Lymphozyten-DNS und der Anzahl von
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Mikrokernfrequenz aufzudecken. Zur Prufung eventueller Zusammenhange wurde eine biva-
riate Korrelationsanalyse durchgefihrt. Hierbei wurde die Mikrokernfrequenz in unbehandel-
ten Lymphozyten mit dem Migrationsverhalten unbehandelter Lymphozyten-DNS, wie sie im
Kontrollansatz mit Aqua bidest. enthalten war, verglichen.

Die Korrelationsanalyse ergab einen Koeffizienten nach Pearson von 0,141 bei einer zwei-
seitigen Signifikanz von 0,212. Somit bestand hier nur eine sehr geringe Korrelation bei feh-

lender Signifikanz.

3.5 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

3.5.1 Mutagensensitivitdt und Reparaturkapazitat bei Nierentransplantierten und Kontrollper-

sonen

a. Vergleich der Lymphozytenzahlen von Patienten- und Kontrollkollektiv

Beim Vergleich der Lymphozytenzahlen zu Versuchsbeginn ergab sich beim Vergleich von

Patienten und Kontrollpersonen kein signifikanter Unterschied.

b. Vergleich der Lymphozytenvitalititen von Patienten- und Kontrollkollektiv

Der Vergleich der Zellvitalitdten von Patienten und Kontrollpersonen ergab zu Versuchsbe-
ginn fur die Kontrollgruppe signifikant hohere Zellvitalitdten als fur die Nierentransplantierten.
Nach 60-minitigem Reparaturintervall hingegen zeigten die Patienten signifikant (p=0,035)
hohere Vitalitatswerte als die Kontrollgruppe.

Beim Vergleich von Patienten und Kontrollpersonen nach Geschlechtsaufteilung ergab sich

kein signifikanter Unterschied.

c. Vergleich der DNS-Migrationen von Patienten und Kontrollpersonen anhand von Mittel-

werten und Medianen

Der Vergleich der Mittelwerte von Patienten und Kontrollpersonen ergab signifikant hdhere
Mittelwerte fur die Kontrollgruppe nach 60 Minuten Reparaturdauer.

Der Vergleich der Mediane ergab signifikant héhere Mediane der Kontrollpersonen vor Inku-
bation, fur die Kontrolle mit Aqua bidest., nach 15, 30 und 60 Minuten Reparaturdauer.
Unmittelbar nach Zusatz von NDEA zeigte sich kein Unterschied der Mittelwerte und kein

Unterschied der Mediane von Patienten und Kontrollpersonen.

71



d. Vergleich der Mittelwerte und Mediane der DNS-Migrationen von mannlichen Nieren-

transplantierten und Kontrollpersonen

Der Vergleich der DNS-Migrationen von ménnlichen Patienten und Kontrollpersonen ergab
keinen Unterschied der Mittelwerte, die Mediane der mannlichen Kontrollpersonen lagen bei

allen Versuchsschritten auf3er 0 min Reparatur signifikant hoher.

e. Vergleich der Mittelwerte und Mediane der DNS-Migrationen von weiblichen Nierentrans-

plantierten und Kontrollpersonen

Der Vergleich der DNS-Migrationen von weiblichen Patienten und Kontrollpersonen erbrach-
te signifikant héhere Mittelwerte der Kontrollpersonen nach 60-minitigem Reparaturintervall.
Signifikant hohere Mediane ergaben sich bei den weiblichen Kontrollpersonen fiir die Kon-

trolle mit Aqua bidest.

f. Vergleich der Mittelwerte und Mediane der DNS-Migrationen von ménnlichen und weibli-
chen nierentransplantierten Patienten, sowie von mannlichen und weiblichen Kontrollper-

sonen

Beide Analysen zeigten keine signifikanten Unterschiede der Mittelwerte und Mediane der
DNS-Migrationen in den jeweils verglichenen Gruppen bei allen untersuchten Reparaturin-

tervallen.

g. Varianzanalyse des Verlaufs der Lymphozytenreparatur anhand der Mittelwerte und Me-

diane und Uberprifung der Einflussnahme der Zellvitalitaten auf die DNS-Migration

Der Vergleich der Mittelwerte mittels Varianzanalyse ergab signifikant héhere Werte der Kon-
trollpersonen nach 30 und 60 Minuten Reparatur.

Der Vergleich der Mediane der DNS-Migrationen zeigte signifikant hohere Werte der Kon-
trollpersonen fur die Kontrolle mit Aqua bidest., 15, 30 und 60 Minuten Reparaturdauer. Kei-
ne signifikanten Unterschiede bestanden nach 0 Minuten Reparaturdauer.

Ein Einfluss der Zellvitalitaten auf Unterschiede der Mittelwerte und Mediane der DNS-

Migrationen bei Patienten und Kontrollpersonen konnte nicht nachgewiesen werden.

h. Uberprifung der Einflussnahme von Cyclosporin A auf die DNS-Migration

Ein Einfluss von Cyclosporin A auf die DNS-Migrationen innerhalb der Patientengruppe

konnte nicht beobachtet werden.
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3.5.2 Vergleich der Bildung von Mikrokernen

a. Mikrokernfrequenz in Abhangigkeit vom Geschlecht

Die Analyse der Geschlechtsabhangigkeit der Mikrokernbildung ergab signifikant hohere
Werte aller weiblichen Studienteilnehmer. Dies wurde durch die Korrelationsanalyse bestéa-

tigt.

b. Korrelation von Mikrokernfrequenz und Alter

Die Korrelationsanalyse von Mikrokerntest und Alter ergab keine Korrelation.

c. Vergleich der Mikrokernfrequenzen von Patienten und Kontrollpersonen

Der Vergleich der Mikrokernfrequenzen von Patienten und Kontrollpersonen ergab keinen
signifikanten Unterschied. Ebenso fielen die Analysen der Unterschiede in den Mikrokernfre-
guenzen von mannlichen Patienten und Kontrollpersonen, sowie von weiblichen Patienten
und Kontrollpersonen nicht signifikant aus. Dagegen ergab der Vergleich von mannlichen
und weiblichen Patienten sowie von mannlichen und weiblichen Kontrollpersonen signifikant

hohere Mikrokernfrequenzen bei den Frauen.

d. Uberpriifung des Einflusses von Cyclosporin A auf die Mikrokernbildung

Eine Abhangigkeit der Mikrokernhaufigkeiten von Cyclosporin A konnte innerhalb der Patien-
tengruppe nicht nachgewiesen werden.

3.5.3 Korrelation der DNS-Migration und der Mikrokernbildung

Die Korrelationsanalyse der Mikrokernfrequenzen und der DNS-Migration nach Zugabe von

Aqua bidest. als Kontrollsubstanz ergab eine sehr geringe Korrelation der Werte ohne Signi-

fikanz.
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4. Diskussion

4.1 Mutagensensitivitdt und Reparaturkapazitat bei nierentransplantierten Patienten

und Kontrollpersonen

4.1.1 Einflussnahme von Alter und Geschlecht

Sicherlich kann ein gewisser Einfluss individueller Faktoren der einzelnen Studienteilnehmer
auf die Versuchsergebnisse niemals ganzlich ausgeschlossen werden, zumal zahlreiche
Merkmale und Unterschiede der Individualpersonlichkeit nicht standardisiert erfassbar sind.
Dennoch wurde im Rahmen dieser Studie versucht, diese Effekte so gering wie méglich zu
halten. Die an die Kontrollgruppenpersonen gestellten Ausschlusskriterien, zu denen Ma-
lignomerkrankungen, Immundefektsyndrome oder Langzeitmedikation mit Glukokortikoiden
zéhlten, sollten es erméglichen, den nierentransplantierten Patienten ein fir die gesunde
Normalbevilkerung moglichst reprasentatives Kontrollkollektiv gegeniiber zu stellen. Um
eventuellen Verfalschungen der Versuchsergebnisse durch schlechte Ubereinstimmung des
Alters von Patienten und Kontrollpatienten vorzubeugen, wurde jedem Patienten ein gleich-
geschlechtlicher Kontrollpatient zugeordnet, dessen Alter bis auf zwei Jahre Altersunter-
schied abgestimmt war. Wie aus 4.1 ersichtlich, gewahrleistete dieses individuelle Matching
eine gute Ubereinstimmung des Alters von Patienten- und Kontrollkollektiv, so dass hier-

durch keine gréf3ere Einflussnahme auf die Versuchsergebnisse zu erwarten ist.

4.1.2 Vergleich der Lymphozytenzahlen von Patienten und Kontrollpersonen

Die immunsuppressive Medikation nierentransplantierter Patienten verringert die Zahl und
beeintrachtigt die Funktion von Lymphozyten und anderen Zellen, die der Immunabwehr die-
nen. Aus diesem Grund erfolgte ein Vergleich der Lymphozytenanzahlen des Patienten- und
des Kontrollkollektivs. Unmittelbar nach Wiederauftauen der unter Zusatz von DMSO (Di-
methylsulfoxid) eingefrorenen Zellen wurde die Anzahl der in der Probe enthaltenen Lym-
phozyten bestimmt. Der Vergleich der Zellzahlen von Nierentransplantierten und Kontrollper-
sonen zeigte bei den Nierentransplantierten keine verringerten sondern durchschnittlich so-
gar etwas hohere Zellzahlen als bei den Kontrollpersonen. Ein signifikanter Unterschied

konnte insgesamt nicht festgestellt werden.
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4.1.3 Vergleich der Vitalitdten der Lymphozyten von nierentransplantierten Patienten und

Kontrollpersonen

Im Versuchsverlauf erfolgten regelmaflige Bestimmungen des Anteils vitaler Zellen an der
Gesamtzahl der Lymphozyten von Patienten und Kontrollpersonen. Derartige Vitaliatstests
wurden unmittelbar nach dem Auftauen der Zellansatze, direkt nach einstiindiger Inkubation
unter Zusatz von Aqua bidest. und NDEA sowie nach 15, 30 und 60 Minuten Reparaturdauer
durchgefiuhrt. Diese Vitalitatstests dienten der Erfassung méglicher Unterschiede in den An-
teilen vitaler Lymphozyten bei Patienten und Kontrollpersonen. Eine Verringerung des An-
teils vitaler Zellen kann beispielsweise durch Membranschaden bei der mechanischen Pro-
benverarbeitung, durch die zytotoxische Wirkung von Dimethylsulfoxid (DMSO) oder durch
die Testsubstanz N-Nitrosodiethylamin (NDEA) verursacht werden.

Tatsachlich zeigten die Lymphozyten der nierentransplantierten Patienten zu Versuchsbe-
ginn zwar signifikant niedrigere Vitalitdtswerte als die Lymphozyten der Kontrollpersonen.
Nach 60 Minuten Reparaturdauer jedoch war der Anteil vitaler Lymphozyten in der Patien-
tengruppe signifikant hoher als der in der Kontrollgruppe beobachtete. Ursachlich hierfir war
vermutlich der deutlich schlechte Vitalitatswert der weiblichen Kontrollpersonen nach 60 Mi-
nuten Reparaturzeit. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in dieser Studie kein An-
haltspunkt fir eine erhdhte Instabilitat der Lymphozytenmembran Nierentransplantierter ge-

funden werden konnte.

4.1.4 Vergleich der Mittelwerte der DNS-Migrationen von nierentransplantierten Patienten

und Kontrollpersonen

Die Auswirkungen der Langzeitimmunsuppression auf die Lymphozytenpopulation des Kor-
pers bestehen zum einen in einer verminderten Bildung und Regeneration und damit in einer
verminderten Zahl dieser Zellen. Zum anderen wird durch die immunsuppressive Therapie
auch das Migrationsverhalten der Lymphozyten im Kdrper durch eine verminderte Bildung
lymphozytérer Botenstoffe beeintréchtigt. Dies sind bekannte und gewollte Effekte der im-
munsuppressiben Therapie. Fraglich bleibt jedoch, ob unter den Bedingungen der Immun-
suppression die Zellen des Immunsystems auch auf molekularer Ebene beeintrachtigt wer-
den. Diese Beeintrachtigung kénnte beispielsweise in einer erhdhten Mutagensensitivitat
resultieren, das heifdt in einer erhéhten Empfindlichkeit der DNS gegeniber genotoxischen
Substanzen. Als Ursache hierfiir kdme vor allem eine Verminderung der Fahigkeit in Frage,

entstandene Schaden in der Erbinformation wieder zu beheben, also eine reduzierte Repara-
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turkapazitat. Gerade die DNS-Reparatur ist maf3geblich an der Bewahrung der Intaktheit des
Genoms beteiligt und stellt einen der Hauptabwehrmechanismen der Karzinogenese dar. So
kann bei allen bekannten erblichen Syndromen, die mit einem Defekt der DNS-Reparatur
einhergehen, eine erhdhte Inzidenz maligner Erkrankungen beobachtet werden [Hsu, 1987;
Auerbach und Allen, 1991]. Zu diesen Syndromen z&hlen Xeroderma pigmentosum, Fanconi
Anamie, Ataxia teleangiectatica, das Bloom Syndrom und das Werner Syndrom [Hsu, 1987;
Auerbach und Allen, 1991].

Ein auch bei nierentransplantierten Patienten nachweisbares Defizit der DNS-
Reparaturmechanismen kdnnte eine Erklarung fur die erhdhte Inzidenz maligner Erkrankun-
gen bei dieser Patientengruppe liefern.

Die Lymphozytenreparaturversuche mit Zellen Nierentransplantierter und gesunder Kontroll-
personen wurden durchgefiihrt, um Antworten auf diese Fragestellung zu finden. Mdglicher-
weise in der Aktivitdt der DNS-Reparaturenzyme bestehende Unterschiede zwischen beiden
Gruppen sollten mit dem Comet Assay als quantitative Methode zum Nachweis fremdstoffin-
duzierter DNS-Schaden erfasst und analysiert werden.

Beim Vergleich der OTM-Mittelwerte der Lymphozytenreparaturversuche von Patienten und
Kontrollpatienten zeigte sich folgendes Verlaufsmuster: Fur die Kontrolle mit Aqua bidest.
ergaben sich fur Patienten und Kontrollpatienten nahezu identische Mittelwerte, die knapp
unterhalb des OTM-Wertes von 2 lagen, ab dem eine Schadigung der Lymphozyten-DNS
allgemein angenommen wird [Olive et al., 1991]. Unter den 80 Einzelkernen je Versuchsan-
satz befinden sich auch vereinzelte DNS-Konglomerate mit hohem Einzel-OTM-Wert, die in
die Berechnung des Gesamtwertes miteingehen. Durch technisch bedingte Membranschadi-
gungen, wie sie z.B. durch die Zentrifugation, durch das Auftauen der Zellen vor Versuchs-
beginn oder durch Schereffekte beim Pipettieren verursacht werden, kommt es zu einer Aus-
I6sung fragmentierter DNS aus zugrunde gegangenen Zellen. Hierdurch lasst sich das Auf-
treten von DNS-Migrationen bei Zellansétzen, die mit keiner Noxe behandelt wurden, erkla-
ren [Singh et al., 1988]. Aus diesem Grund wurde fir jeden Versuchteilnehmer eine Kontrolle
mit Aqua bidest. durchgefiihrt. Aus den vorliegenden niedrigen Ergebnissen fir die Kontrolle
mit Aqua bidest. folgt, dass die Zugabe von Aqua bidest. als Kontrollsubstanz keine DNS-
Fragmentierung in einem Ausmalfd ausgeldst hat, das zu der Vermutung einer erfolgten DNS-
Schadigung Anlass gibt.

Unmittelbar nach Zugabe des schadigenden Agens NDEA, wie auch nach 15 und 30 Minu-
ten Reparaturzeit, konnten keine signifikanten Unterschiede der OTM-Mittelwerte und damit
der DNS-Fragmentierungsgrade von nierentransplantierten Patienten und Kontrollpersonen
nachgewiesen werden. Dennoch zeigten die nierentransplantierten Patienten unmittelbar
nach Zugabe von NDEA eine hohere DNS-Schadigung ihrer Lymphozyten. Bereits nach 15

Minuten Reparaturdauer jedoch lagen die OTM-Mittelwerte der Patientengruppe wieder unter
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dem Wert der Kontrollgruppe. Diese Tendenz verstarkte sich nach 30 Minuten. Ein signifi-
kanter Unterschied der OTM-Mittelwerte zwischen nierentransplantierten Patienten und Kon-
trollpersonen ergab sich schlie3lich nach 60minitigem Reparaturintervall. Hier lag das Aus-
mald der DNS-Fragmentierung bei den Lymphozyten der Kontrollpersonen signifikant tGber
dem der Lymphozyten der Patienten. Bei hoherer Ausgangsschadigung zeigten die Lympho-
zyten der nierentransplantierten Patienten somit 60 Minuten nach Schadigung einen geringe-
ren Grad der DNS-Schadigung als diejenigen der Kontrollgruppe. Dies wurde ebenso im
Einzelvergleich von weiblichen Patienten und Kontrollpatienten nach 60 Minuten Reparatur-
dauer deutlich, wo die weiblichen Kontrollpersonen signifikant hhere OTM-Mittelwerte auf-
wiesen als die weiblichen Nierentransplantierten. Beim Vergleich von ménnlichen Nieren-
transplantierten und mannlichen Kontrollpersonen ergaben sich zu keinem Versuchszeit-
punkt signifikante Unterschiede.

Bemerkenswert ist der leichte Wiederanstieg der Schadigung nach 60 Minuten im Vergleich
zur Schadigung nach 30 Minuten Reparaturdauer, der bei mannlichen Patienten und méannli-
chen Kontrollpersonen zu beobachten war.

Beim Vergleich von mannlichen und weiblichen Patienten wie auch von mannlichen und
weiblichen Kontrollpatienten zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Eine Geschlechtsab-
hangigkeit der Reparaturfahigkeit der Lymphozyten lasst sich daher aus den Ergebnissen

dieser Studie nicht ableiten.

4.1.5 Vergleich der Mediane der DNS-Migrationen von nierentransplantierten Patienten und

Kontrollpersonen

Ein detaillierter Vergleich der Mediane der OTM-Werte von Patienten und Kontrollpersonen
wurde durchgefiihrt. Der Vorteil der Verwendung von Medianen besteht in der geringeren
Beeinflussung der Ergebnisse durch Ausrei3er und Extremwerte, die in die Mittelwertebe-
rechnung mit eingehen. Der Vergleich der Mediane der OTM-Werte von nierentransplantier-
ten Patienten und Kontrollpersonen ergab fir alle Versuchsschritte signifikant niedrigere Me-
dianwerte der nierentransplantierten Patienten, die Messung unmittelbar nach Zusatz von
NDEA ausgenommen.

Bei der Werteanalyse von méannlichen Patienten und Kontrollpersonen ergaben sich signifi-
kant hthere Medianwerte der mannlichen Kontrollpersonen vor Inkubation, fir die Kontrolle
mit Aqua bidest. sowie nach 15, 30 und 60 Minuten Reparaturdauer. Nicht signifikant fiel der
Vergleich der Werte unmittelbar nach Schadigung aus. Zudem war dies der einzige Ver-
suchsschritt, bei dem die méannlichen Nierentransplantierten einen hoéheren Median der

OTM-Werte aufwiesen als die Kontrollpersonen.
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Obwohl die weiblichen Kontrollpersonen bei allen Versuchsschritten tendenziell héhere Me-
dianwerte der DNS-Schadigung zeigten als die weiblichen Patienten, wurde beim Vergleich
von weiblichen Patienten und Kontrollpersonen Signifikanz nur fir die Kontrolle mit Aqua
bidest. erreicht.

Beim Vergleich der Mediane von mannlichen und weiblichen Patienten sowie von mannli-
chen und weiblichen Kontrollpersonen ergaben sich keine Unterschiede.

Die schon beim Vergleich der Mittelwerte gemachte Beobachtung, dass die Geschlechtszu-
gehdorigkeit ohne Einfluss auf die Reparaturfahigkeit blieb, zeigte sich auch beim Vergleich

der Mediane.

4.1.6 Varianzanalyse des Verlaufs der Lymphozytenreparatur anhand der Mittelwerte und
Mediane der DNS-Migrationen von nierentransplantierten Patienten und Kontrollperso-

nen

Mit dem allgemeinen linearen Modell fir Messwiederholungen wurde eine Varianzanalyse
der Mittelwerte und der Mediane der DNS-Migrationen von nierentransplantierten Patienten
und gesunden Kontrollpersonen im Vergleich wahrend des Verlaufs der Lymphozytenrepara-
turversuche durchgefihrt.

Der Test der Innersubjektkontraste diente der Erfassung von Unterschieden im Kurvenver-
lauf der Reparaturverlaufe von nierentransplantierten Patienten und Kontrollpersonen. Dabei
ergaben sich beim Vergleich der Mittelwerte signifikante Ergebnisse fir die lineare und fur
die kubische Verlaufsprifung. Beim Vergleich der Mediane ergaben sich bei allen Verlaufs-
prifungen keine signifikanten Unterschiede.

Die Analyse mittels multivariater Tests ergab fur den Mittelwertevergleich fur die Kontrolle mit
Wasser, fur 0 und fir 15 Minuten Reparaturdauer kein signifikantes Ergebnis. Dagegen zeig-
te sich im Vergleich der Mittelwerte nach 30-minttigem Reparaturintervall, dass die mittlere
Schadigung der Kontrollpersonen hier signifikant héher lag als die der Nierentransplantier-
ten. Dieser Unterschied verstéarkte sich nach einem Reparaturintervall von 60 Minuten: wie-
der lag die mittlere Schadigung der Kontrollpatienten signifikant héher als die der Patienten.
Die Analyse der Mediane mittels multivariater Tests ergab signifikant hhere Werte der Kon-
trollpersonen fir die Kontrolle mit Aqua bidest., sowie nach 15, 30 und 60 Minuten Repara-
turdauer. Diese Ergebnisse bestatigen die Beobachtungen, die bei der Analyse der Mittel-
werte und Mediane von Patienten und Kontrollpersonen mit dem Mann-Whitney U-Test ge-

macht wurden.
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4.1.7 Uberprifung der Einflussnahme der Lymphozytenvitalitaten auf die DNS-Migration

Ein wesentliches Problem beim Vergleich der Reparaturkapazitat von Lymphozyten stellt die
Frage dar, ob und in welchem MalRRe hohe Anteile avitaler Zellen in der Probe die Ergebnisse
der Mikrogelelektrophorese beeinflussen kénnen. Die DNS von Zellen, deren Membranen
bereits zu Versuchsbeginn zerstért waren, liegt frei im Versuchsansatz vor und erscheint
nach Elektrophorese und Fluoreszenzfarbung nur mehr bruchstiickhaft. Diese stark fragmen-
tierte DNS wird bei der mikroskopischen Auswertung mitbeurteilt und beeinflusst somit das
Gesamtergebnis [Singh et al., 1988].

Um mogliche Einflisse der Lymphozytenvitalitaten auf die OTM-Mittelwerte der Patienten
und Kontrollpatienten auszuschlieRen, erfolgte die Varianzanalyse der Mittelwerte wie auch
der Mediane unter Beachtung der Zellvitalitaten des jeweiligen Versuchsabschnittes als Ko-
variate. Ein wesentlicher Einfluss der Zellvitalitdten auf die Reparaturverlaufe von Patienten
und Kontrollpersonen konnte dabei nicht nachgewiesen werden. Dabei darf jedoch nicht au-
Ber acht gelassen werden, dass die durchschnittlichen Zellvitalitaten der Nierentransplantier-
ten und der Kontrollpersonen deutlich Uber 80 % lagen und der Anteil avitaler Zellen somit

bei beiden Gruppen gering war.

4.1.8 Diskussion der Ergebnisse der Lymphyzytenreparaturversuche

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Ergebnisse der Mittelwerteanalyse mit den
unter Zugrundelegung der Mediane gemachten Berechnungen in den wesentlichen Punkten
Ubereinstimmen. Unmittelbar nach Schadigung zeigten die Lymphozyten der Nierentrans-
plantierten einen tendenziell h6heren Fragmentierungsgrad der DNS als die der Kontrollper-
sonen. Signifikant war dieser Unterschied jedoch weder beim Vergleich der Mittelwerte, ge-
trennt nach Status oder nach Geschlecht, noch beim Vergleich der Medianwerte fir Patien-
ten und Kontrollpersonen insgesamt oder nach Geschlechtsauftrennung. Mit zunehmender
Reparaturdauer kehrte sich dieses Verhéltnis um, so dass nun die Nierentransplantierten
nierdrigere OTM-Werte als Mal fur die DNS-Fragmentierung aufwiesen. Insbesondere nach
60-minltigem Reparaturintervall wies deren Lymphozyten-DNS ein signifikant niedrigeres
Schadigungsausmafd auf als die Lymphozyten-DNS der Kontrollgruppenpersonen. Dieser
Effekt lie3 sich auch beim Mittelwertevergleich von weiblichen Patienten und Kontrollperso-
nen, bei der Analyse der Mediane von Patienten- und Kontrollkollektiv, wie auch von mannli-
chen Patienten und Kontrollpersonen reproduzieren. Somit lasst sich festhalten, dass die

OTM-Mittelwerte und Mediane, die als Mal3 fir den DNS- Fragmentierungsgrad dienen, bei
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der Gruppe der nierentransplantierten Patienten trotz héherer Ausgangsschadigung unmit-
telbar nach Zugabe des schadigenden Agens NDEA im Verlauf des einstiindigen Reparatur-
intervalls eine niedrigere Endschadigung der Erbinformation anzeigten, als diejenigen der
Kontrollgruppe. Die Hypothese, dass die DNS-Reparaturmechanismen der Lymphozyten
Nierentransplantierter im Vergleich zu Gesunden im allgemeinen Defizite aufweisen, lasst
sich mit den Nachweismethoden dieser Studie somit nicht stiitzen. Dies gilt zumindest fur die
erste Stunde der DNS-Reparatur. Fraglich bleibt jedoch, wie sich die Reparaturaktivitaten
von Patienten und Kontrollpersonen im Verlauf eines langeren Beobachtungszeitraumes
entwickeln. In Studien mit dem Comet Assay als Methode zur Quantifizierung der DNS-
Reparatur wird angegeben, dass strahleninduzierte DNS-Schaden 30 Minuten bis zwei
Stunden nach Expositionen bis zu 15 Gy in einem Mal3e repariert werden, dass wieder die
Normalwerte vor Exposition erreicht werden [Olive et al., 1990]. Die Durchfihrung von DNS-
Reparaturversuchen mit dem Comet Assay, bei denen Hamsterzellen als Material dienten,
ergab, dass nach zwei Stunden 85 % der DNS-Strangbriche repariert waren [Olive et al.,
1991]. Von einer vollstandigen Reparatur der Schadigung kann nach einer Stunde Repara-
turzeit somit nicht ausgegangen werden. Aus diesem Grunde ware es interessant, dhnliche
Studien wie die hier vorliegende mit gleicher Methodik, aber Gber einen langeren Zeitraum
durchzufuihren, um die weitere Entwicklung der DNS-Reparatur in Patienten- und Kontroll-
gruppenlymphozyten beobachten zu kdnnen.

Mehrere Studien haben sich bereits mit der DNS-Reparaturkapazitat in Lymphozyten von
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz und von Patienten unter Langzeitdialyse beschéf-
tigt. Dabei konnte eine deutlich erniedrigte DNS-Reparaturkapazitdt von Lymphozyten ura-
mischer Patienten im Vergleich zum Normalkollektiv nachgewiesen werden [Friedman et al.,
1988]. Studien, die sich mit DNS-Reparaturmechanismen in Lymphozyten urédmischer Pati-
enten nach Einwirken von UV- oder ionisierender Strahlung befassten, konnten eine bis auf
60 % der Kontrollgruppenwerte reduzierte Reparaturfahigkeit bei Patienten mit terminalem
Nierenversagen ohne Dialysebehandlung aufzeigen [Malachi et al., 1993]. Urdmische Pati-
enten, die regelm&Rig hamodialysiert wurden, zeigten jedoch gegenuber der Kontrollgruppe
kein Reparaturdefizit [Malachi et al., 1993; Vamvakas et al., 1996]. Als Methode diente hier-
bei jedoch nicht der Comet Assay, sondern das Verfahren der Ungeplanten DNS-Synthese,
die mittels radioaktiv markierten Thymidins tber die Bestimmung der Thymidin-Aufnahme
Aussagen Uber die Aktivitat der DNS-Reparaturmechanismen erlaubt. Vamvakas et al. be-
schrieben Unterschiede in der Lymphozytenreparaturkapazitat bei verschiedenen Gruppen
von Dialysepatienten, die in unterschiedlichen ZeitrAumen mit Hamodialyse behandelt wor-
den waren. Als Methode diente auch hier die Bestimmung der Thymidin-Aufnahme der Pati-
entenlymphozyten nach einem durch UV-Strahlung induzierten DNS-Schaden. Fir die Grup-

pen der Kurzzeitdialyseempfanger, die weniger als 3 Monate und 3-12 Monate hamodialy-
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siert worden waren, konnte bei einer Bestrahlungsintensitat von 9 Joule pro m? der Nachweis
einer gegeniber der gesunden Kontrollgruppe signifikant erhéhten DNS-Reparaturaktivitat
erbracht werden. Nach Bestrahlung mit der doppelten Intensitat (18 J pro m?) stimmten die
Reparaturaktivititen dieser beiden Gruppen mit denen der Kontrollgruppe weitgehend tber-
ein. Begrindet wird diese im Vergleich zum Normalkollektiv erhdhte Reparaturkapazitat
durch die deutliche Verbesserung der Retentionsparameter im Serum dieser Patienten im
Gegensatz zu ihrer vorherigen Situation im Stadium des terminalen Nierenversagen. Dage-
gen zeigten Langzeitdialysepatienten und Patienten unter Hamodialyse, die zugleich an ei-
ner malignen Erkrankung litten, bei der Bestrahlungsintensitét von 18 Joule pro m? niedrigere
DNS-Reparaturaktivitaten als die Kontrollgruppenpersonen. Als Griinde fir diese Beobach-
tung werden die Auswirkungen auf das Immunsystem, die insbesondere unter Langzeitdialy-
se zunehmen in Erscheinung treten, angefihrt [Vamvakas et al., 1996].

Diese Beobachtungen sind auch fir die hier vorliegende Studie in mehrfacher Hinsicht von
Bedeutung und liefern Erklarungen fur die soeben erlauterten Ergebnisse. Ebenso wie bei
Nierentransplantierten ist auch bei Dialyseempfangern das Malignomrisiko im Vergleich zur
Normalbevdlkerung deutlich erhéht [Cuckovic et al., 1996; Maisonneuve et al., 1999]. Ein
Defizit der Immunabwehr besteht nachweisbar auch bei Dialysepatienten [Cengiz et al.,
1988]. Die Erhdéhung des Malignomrisikos unter Langzeitimmunsuppression nach erfolgrei-
cher Nierentransplantation gegeniiber dem unter chronischer Hamodialyse bestehenden
Risiko wird in der Literatur verneint [Pecqueux et al., 1990]. Demzufolge soll die medikamen-
tése Immunsuppression keinen zusatzlichen Risikofaktor fur Patienten, die jahrelange Ha-
modialyse bendtigt haben, darstellen [Pecqueux et al., 1990]. Da zumindest fiir Dialyseemp-
fanger, die sich bis zu einem Jahr im Dialyseprogramm befanden, kein Defizit der DNS-
Reparaturfahigkeit in Lymphozyten nachgewiesen werden konnte, ist es unwahrscheinlich,
bei Nierentransplantierten ein anderes Ergebnis zu erhalten. Dariiberhinaus sollte nicht un-
bertcksichtigt bleiben, dass Dialysepatienten im Vergleich zu Nierentransplantierten deutlich
starker unter dem Anfallen harnpflichtiger Substanzen zu leiden haben und wiederholt ura-
mischen Episoden ausgesetzt sind, was sich negativ auf das Immunsystem auswirkt [Vam-
vakas et al., 1996]. In derselben Studie befassten sich Vamvakas et al. auch mit der DNS-
Reparaturfahigkeit von Lymphozyten nierentransplantierter Personen [Vamvakas et al.,
1996]. Dabei erfolgte eine Einteilung in eine Nierentransplantiertengruppe, die erst seit kur-
zer Zeit (durchschnittlich 3,6 Monate) und in eine Gruppe, die schon seit mehreren Jahren
(durchschnittlich 81 Monate) transplantiert waren. Diesen wurde ein Kollektiv Nierentrans-
plantierter, die an einer Krebserkrankung litten, eine gesunde Kontrollgruppe sowie einer
Gruppe Nierengesunder mit maligner Erkrankung gegentbergestellt. Dabei zeigte die Grup-
pe nierentransplantierter Krebskranker sowohl bei einer Bestrahlungsintensitat von 9 als

auch von 18 Joule pro m? im Vergleich zur Kontrollgruppe wie auch zu allen tbrigen Grup-
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pen signifikant reduzierte DNS-Reparaturaktivitdten. Das Kollektiv nierengesunder Krebspa-
tienten dagegen wies bei beiden UV-Intensitaten eine auf das 1,5-fache und damit signifikant
hohere DNS-Reparaturaktivitat auf als die Kontrollgruppe [Vamvakas et al., 1996].

Die Kurzzeittransplantierten zeigten nach Bestrahlung von 9 Joule zwar eine der Kontroll-
gruppe gegentuber signifikant erniedrigte Reparaturkapazitat, nach Bestrahlung mit 18 Joule
jedoch lag die Reparaturaktivitéat der Kurzzeittransplantierten sogar leicht Giber derjenigen der
Kontrollgruppe. Die Langzeittransplantierten zeigten bei beiden Bestrahlungsintensitaten
Werte, die weitgehend denen der Kontrollpersonen entsprachen.

Zwar handelt es sich bei der von Vamvakas et al. eingesetzten Methode um ein Verfahren,
das sich zweifellos von dem in dieser Studie verwendeten Comet Assay unterscheidet. Den-
noch stellen beide Methoden quantitative Verfahren dar, die auf die Erfassung der DNS-
Reparaturkapazitat in demselben Zellmaterial ausgerichtet sind. Somit erlauben beide es,
Aussagen Uber die Aktivitdten der beteiligten Reparaturenzyme zu treffen. Ein Vergleich der
Ergebnisse von Vamvakas et al. mit den hier vorliegenden Werten ist somit durchaus zulas-
sig. Wie in der vorliegenden Studie mit dem Comet Assay konnte auch von Vamvakas et al.
kein Beweis fir eine im Vergleich zum Normalkollektiv generell reduzierte DNS-
Reparaturkapazitat bei nierentransplantierten Patienten erbracht werden. Die anhand des
OTM-Mittelwert- und besonders des Medianvergleiches von Patienten- und Kontrollkollektiv
gemachte Beobachtung, dass Transplantierte mitunter sogar héhere Reparaturaktivitaten
zeigen als Gesunde, korrespondiert in gewissem Sinne mit der Messung der - wenn auch
nicht signifikant - erhéhten Thymidin-Aufnahme der Kurzzeittransplantierten nach einer Be-
strahlungsintensitat von 18 Joule pro m®. Die Transplantationszeit der in dieser Studie betei-
ligten Nierentransplantierten variierte zwischen einem und 192 Monaten, der Durchschnitts-
wert betrug 54,7 Monate und liegt damit zwischen den durchschnittlichen Angaben fir die
Transplantationsdauer der Kurzzeit- und Langzeittransplantierten in der Studie von Vamva-
kas et al.

Die weitgehend mit den Werten der gesunden Kontrollgruppe Ubereinstimmenden Repara-
turaktivitdten der nierentransplantierten Patienten wird folgendermafien interpretiert: Die
DNS-Reparaturmechanismen weisen bei Patienten mit terminalem Nierenversagen deutliche
Defizite auf. Die Transplantation einer funktionsfahigen Niere ermdglicht den DNS-
Reparaturmechanismen die Wiederaufnahme der vollen Aktivitat durch Verbesserung der
Serumparameter. Dies bedingt zumindest bei einem Teil der Nierentransplantierten einen
Wiederanstieg der Reparaturaktivitaten auf ein Normalniveau [Vamvakas et al., 1996], wie es
die OTM-Mittelwerte im Comet Assay in der vorliegenden Untersuchung und die Thymidin-
Aufnahmeraten in der angefuhrten Studie belegen.

Dennoch zeigt der Vergleich von Tumorpatienten mit und Tumorpatienten ohne Nierentrans-

plantation, bei denen die Reparaturaktivitat auf das bis zu 6-fache der Werte der Gruppe der
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nierentransplantierten Krebspatienten erhéht war [Vamvakas et al., 1996] an, dass wesentli-
che Unterschiede zwischen beiden Gruppen vorliegen missen. Gerade bei Personen mit
Malignomerkrankung hat die medikamentdsen Immunsuppression eine entscheidende Wir-
kung auf das Reparatursystem der DNS. Wahrend dieses bei Nicht-Immunsupprimierten
durch die Anwesenheit von Tumorantigenen eine Stimulation erféahrt, so dass eine im Ver-
gleich zum Normalkollektiv deutlich erhéhte Aktivitat resultiert, wird diese Aktivierung durch
die medikamentdse Immunsuppression unterdrickt. Nicht anders verhéalt es sich bei der Im-
munsuppression unter chronischer Hamodialyse [Vamvakas et al., 1996].

Ein interessanter Ansatz fur die weitere Forschung nach Reparaturdefiziten bei Nierentrans-
plantierten mit dem Comet Assay besteht darin, die Lymphozytenreparaturversuche zwar in
der in dieser Studie angewendeten Form, jedoch an &hnlich wie in der Studie von Vamvakas
et al. aufgeteilten Gruppen von Nierentransplantierten zu wiederholen. Die Unterteilung in
Kurz- und Langzeittransplantierte scheint von Bedeutung fur die Reparaturergebnisse zu
sein. Daruber hinaus kénnte auch eine Einteilung der Transplantierten nach Dauer der Ha-
modialysezeit vor Transplantation weitere Einblicke in die unterschiedlichen Auswirkungen
auf das DNS-Reparatursystem liefern. Auch eine Unterscheidung des Patientenstammes
nach nephrologischen Vorerkrankungen erscheint in diesem Zusammenhang durchaus sinn-
voll. In der vorliegenden Studie unterblieb eine weiter Unterteilung des Patientenstammes
nach Transplantationsdauer, da insbesondere die Anzahl der Kurzzeittransplantierten mit 3
Personen zu gering war. Alle an dieser Studie beteiligten Patienten waren zuvor Langzeitdia-
lyseempfanger (Minimum 18 Monate). Eine Unterteilung der nierentransplantierten Patienten
nach Vorerkrankungen unterblieb aufgrund der zu geringen Fallzahlen fir die jeweilige Er-

krankungsgruppe.

4.1.9 Uberpfiifung der Einflussnahme der immunsuppressiven Medikation mit Cyclosporin A

auf die DNS-Reparaturkapazitat

Eine ursachliche Beteiligung der medikamentdsen Immunsuppression bei der Maligno-
mentstehung nach Organtransplantation wird angenommen [Vilardell et al., 1992]. Mittlerwei-
le existiert eine Vielzahl an Substanzklassen, die klinisch zur Anwendung kommt. Diese un-
terscheiden sich durch ihre Herkunft, wie auch durch die unterschiedlichen Angriffspunkte im
Immunsystem. Eine wichtige Substanz stellt in diesem Zusammenhang das Immunsuppres-
sivum Cyclosporin A dar.

Cyclosporin A ist das Produkt der Pilze Cylindrocarpon lucidum und Trichoderma polyspo-
rum. Bei Cyclosporin A handelt es sich um einen selektiven Inhibitor von Effektorfunktionen

bei T-Lymphozyten sowie der T-Lymphozyten-Proliferation in vitro. Diese Wirkung kommt
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durch die Hemmung der Interleukin-2-Transkription in diesen Zellen zustande. Obwohl Cyc-
losporin A auf diese Weise die Aktivierung von Lymphozyten verhindert, wird die durch pri-
mare Abwehrmechanismen, wie beispielweise natirliche Killerzellen, Schleimhautimmunitat
oder das Komplementsystem gewdahrleistete Immunitat nicht beeintrachtigt. So bleibt die
primare Abwehrfunktion des Organismus gegentber viralen und bakteriellen Krankheitserre-
ger durch die bei nierentransplantierten Patienten verwendete niedrige Dosierung unbeein-
trachtigt. Generell konnte unter Cyclosporintherapie im Vergleich zur herkdmmlichen Thera-
pie mit Azathioprin und Prednison ein besseres Transplantatiberleben vermerkt werden
[Thiel et al., 1994].

Mit der Aufnahme von Cyclosporin in das immunsuppressive Therapieregime hat sich das
Muster der Malignomerkrankungen bei Nierentransplantierten in mehrfacher Hinsicht veran-
dert. So konnte unter Cyclosporin A-Therapie insbesondere ein vermehrtes Auftreten malig-
ner Lymphome vom Non-Hodgkin-Typ (NHL), von Kaposi Sarkomen, Nierenzellkarzinomen
und malignen Erkrankungen endokriner Organe beobachtet werden. Bei Personen, die her-
kémmliche Immunsuppressiva wie Azathioprin oder Cyclophosphamid erhielten, zeigten sich
demgegeniber niedrigere Inzidenzen dieser Erkrankungen. Auch war die Latenzzeit zwi-
schen Transplantation und Auftreten der Malignome bei dem mit Cyclosporin behandelten
Patientenstamm deutlich kirzer [Penn, 1987; Penn, 1988a; Vilardell et al., 1992]. Ob nun
unter der Therapie mit Cyclosporinderivaten generell eine Zunahme maligner Erkrankungen
bei Transplantierten zu beflirchten ist, bleibt fraglich [Weinstein et al., 2000]]. Entscheidend
scheint jedoch zu sein, ob Cyclosporin allein oder in Kombination mit anderen Immun-
suppressiva gegeben wird, da nur in letzterem Fall eine deutliche Zunahme der Malignomin-
zidenz verzeichnet werden konnte [Penn, 1987; Herman et al., 2001].

Eine direkte genotoxische Wirkung von Cyclosporin zeigte sich bei in vitro Studien mit
menschlichen Zellen. Hierbei zeigte sich, dass Cyclosporin durch Induktion des Austausches
von Schwesterchromatiden mutagen wirken kann [Penn, 1987].

Neue Studien haben sich insbesondere mit der Auswirkung einer Therapie mit Cyclosporin A
in Kombination mit anderen géngigen Immunsuppressiva auf die DNS-Reparatur und auf die
Tumorinzidenz bei nierentransplantierten Patienten befasst [Weinstein et al., 2000; Herman
et al., 2001]. Dabei wurden zwei je nach immunsuppressivem Therapieschema aufgeteilte
Gruppen von nierentransplantierten Patienten mit einem gesunden Kontrollkollektiv vergli-
chen. Die Patienten der ersten Gruppe wurden mit einer Zweifachkombinationstherapie, be-
stehend aus Azathioprin und Prednison, behandelt. Die zweite Gruppe erhielt eine Dreifach-
kombination aus Cyclosporin A, Azathioprin und Prednison. Als Methode zur Messung der
DNS-Reparaturaktivitaten diente die Bestimmung der Thymidin-Aufnahme in mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes nach Induktion eines DNS-Schadens mittels UV-Bestrahlung.

Die DNS-Reparaturaktivitét in den Zellen der Zweifachtherapiegruppe unterschied sich nicht
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signifikant von der bei der Kontrollgruppe gemessenen Aktivitat. Anders verhielten sich je-
doch die Reparaturaktivitdten der Dreifachtherapiepatienten: Hier waren die Reparaturwerte
im Vergleich zu den bei den Kontrollpersonen gemessenen Ergebnissen um 35 % und somit
signifikant vermindert [Weinstein et al., 2000; Herman et al., 2001]. Unter der immun-
suppressiven Therapie mit Cyclosporin A konnte eine deutliche Zunahme der Malignominzi-
denz insbesondere dann verzeichnet werden, wenn Cyclosporin A in Kombination mit ande-
ren Immunsuppressiva gegeben wurde [Penn, 1987]. Cyclosporin A steht zudem im Ver-
dacht, durch Beeinflussung der zellularen Kalziumhomoostase die DNS-Reparaturfahigkeit in
Lymphozyten, die ein von der intrazellularen Kalziumkonzentration abhangiger Vorgang ist,
zu beeintrachtigen [Ahlers et al., 1999; Weinstein et al., 2000].

Aus diesen Grinden wurde auch in der vorliegenden Studie ein Vergleich der DNS-
Reparaturergebnisse der Gruppe der nierentransplantierten Patienten, bei denen Cyclospo-
rin A Bestandteil der immunsuppressiven Medikation war, und der Patienten, die kein Cyc-
losporin A, sondern Kombinationen von Tacrolimus oder Mycophenolat Mofetil und Steroiden
erhielten, durchgefuihrt. Die Analyse erfolgte fur jeden der sechs Versuchsschritte Schadi-
gung vor Inkubation, Kontrolle mit Aqua bidest., 0, 15, 30 und 60 Minuten Reparaturdauer.
Dabei ergab sich jedoch weder beim Vergleich der OTM-Mittelwerte noch bei der Analyse
der Mediane ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen. Das mag dadurch be-
grindet sein, dass lediglich nach der Gabe von Cyclosporin A unterschieden wurde. Eine
weitere Auftrennung nach anderen Medikamentengruppen unterblieb, da die Fallzahlen nach
Unterteilung der Patienten nach den verschiedenen Medikamentenkombinationen zu gering
waren. Dies ist insofern von Bedeutung, als in der Literatur nach wie vor Unsicherheit dar-
Uber besteht, ob Cyclosporin A selbst die nachgewiesene Reduktion der DNS-
Reparatukapazitat bedingt, oder ob dieser Effekt durch die Gabe von mehreren, im Falle der
zitierten Studie von drei Immunsuppressiva in Kombination verursacht wird [Penn, 1987,
Weinstein et al., 2000; Herman et al., 2001]. Im letzteren Fall ware die verringerte Reparatur-
fahigkeit die Folge der aggressiveren Behandlung und nicht der Substanz selbst. Auch der
Dosierung von Cyclosporin A scheint in diesem Zusammenhang grol3e Bedeutung zuzu-
kommen [Weinstein et al., 2000]. In dieser Studie erhielten die meisten Patienten Dreifach-
kombinationen unterschiedlicher Medikamente. Die beiden haufigsten waren Cyclosporin A
in Kombination mit Mycophenolat Mofetil und Methylprednison sowie eine Kombination aus
Tacrolimus (FK 506), Mycophenolat Mofetil und Methylprednison. Bei zukiinftigen Studien
ware es von Interesse, verschiedene Medikamentenkombinationen bei Nierentransplantier-
ten bezlglich ihrer Auswirkungen auf die DNS-Reparaturfahigkeit mit grof3eren Fallzahlen
genauer zu analysieren.

Trotz dieser noch bestehenden Unsicherheiten in bezug auf die Kombinationstherapie mit

Cyclosporin A gibt es Anhaltspunkte fir eine direkte Wirkung von Cyclosporin A auf die DNS-
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Reparatur. Ein spezifischer Effekt dieser Substanz auf die Reparaturfahigkeit von mono-
nuklearen Blutzellen besteht in der Beeinflussung der zellularen Calciumhomdostase [Ahlers
et al., 1999]. Zahlreiche DNS Reparaturenzyme bendtigen freies zytosolischen Calcium [Gaf-
ter et al., 1997]. In vitro Studien konnten belegen, dass Cyclosporin A die durch Calcium
vermittelte Aktivitdtserhéhung des DNS-Reparaturenzyms Polymerase f inhibiert. Diese Wir-
kung resultiert aus der durch Cyclosporin vermittelten Hemmung der Phosphatase Calcineu-
rin [Ahlers et al., 1999]. Auch fur die Verdnderung des Musters der Malignomerkrankungen
unter Cyclosporin A -Therapie gibt es erklarende Ansétze. Dabei handelt es sich um einen
Effekt der Substanz selbst, der unabhéngig von ihrer Wirkung auf die Zellen des Immunsys-
tems ist. So konnten in vitro Studien nachweisen, dass Cyclosporin A die Eigenschaften
mehrerer Tumorzellen verandert [Hojo et al., 1999]. Diese Zellen proliferierten unter Cyc-
losporinzusatz starker und zeigten eine Tendenz zu invasivem Wachstum. Fir diese Beo-
bachtungen wird die Induktion der Synthese von Transforming Growth Factor  durch Cyc-

losporin verantwortlich gemacht [Hojo et al., 1999].

4.2 Vergleich der Bildung von Mikrokernen bei nierentransplantierten Patienten und

Kontrollpersonen

Ein erhdhtes Auftreten abnormer Chromosomen wie beispielweise Ringchromosomen, eine
verstarkte Chromosomenbriichigkeit in Form von Mikrokernen sowie erhdhte Austauschraten
von Schwesterchromatiden bei uramischen Patienten konnten bereits in mehreren Studien
nachgewiesen werden [Cengiz et al., 1988]. Eine neuere Untersuchung, befasste sich mit
spontanen Genomschaden bei Lymphozyten in Form von Mikrokernen bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz vor und wéahrend einer Langzeithamodialysebehandlung. Der
Vergleich von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz mit einer gesunden Kontrollgrup-
pe ergab signifikant héhere spontane Mikrokernfrequenzen bei den Nierenkranken. Ebenso
zeigte die Gruppe der Hamodialysepatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant er-
hohte Zahlen von Mikrokernen [Stopper et al., 1999].

Fraglich bleibt, ob auch bei Nierentransplantierten mit erhéhten Frequenzen solcher abnor-
mer Chromosomen aufgrund einer verstarkten Neigung zu Genominstabilitaten zu rechnen
ist. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Studie der Mikrokerntest an Lymphozyten
Nierentransplantierter durchgefiihrt und mit den Testergebnissen des Kontrollkollektivs ver-
glichen, um eventuelle Unterschiede in der Genomstabilitdt beider Gruppen zu untersuchen.
Mikrokerne stellen Chromosomenfragmente dar, die entweder aus ganzen Chromatiden oder

aus meist in der Zentromerregion abgebrochenen Chromosomenarmen azentrischer Chro-
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mosome bestehen. Lichtmikroskopisch imponieren Mikrokerne als kleine solitare Kerne im
Zytoplasma der Lymphozyten. Sie entstehen wahrend des Kernteilungsvorganges einer Zell-
teilung, der Mitose, und werden nach vollendeter Kernteilung nicht in einen der beiden neu
entstehenden Kerne aufgenommen, sondern liegen als kleiner separater Kern, als Mikronuk-

leus, im Zytoplasma der neuen Zellen vor [Streffer, 1997].

4.2.1 Mikrokernfrequenz in Abhangigkeit vom Geschlecht

Bei der Analyse der Mikrokerntestergebnisse war die Frage nach Geschlechtsunterschieden
bei der Haufigkeit der Mikrokerne von Interesse. Die Gesamtheit aller weiblichen Studienteil-
nehmer wies eine durchschnittliche Zahl von Mikrokernen auf, die mehr als das 1,5-fache
derjenigen aller Manner betrug. In der statistische Analyse stellte sich dieser Unterschied
signifikant dar. Nichts anderes ergab der Vergleich von Mannern und Frauen innerhalb des
Patienten- und innerhalb des Kontrollkollektivs.

Auch die Analyse der Korrelation von Ergebnissen des Mikrokerntests und Geschlechtszu-
gehorigkeit der untersuchten Personen bestétigte die Abhangigkeit der Mikrokernfrequenz
vom Geschlecht.

Diese Ergebnisse sind auffallig, zumal in der Literatur eine Geschlechtsabhangigkeit der Mik-
rokernanzahl in unbehandelten, das heil3t nicht mit genotoxischen Substanzen inkubierten
Lymphozyten nicht bestatigt wird [Gantenberg et al., 1991; Diem und Rudiger, 1999].
Generell ist festzustellen, dass eine erhéhte Frequenz von Mikrokernen zwar ein Hinweis auf
eine Instabilitdét des Genoms sein kann. Eine eindeutige Aussage Uber das tatséchliche Risi-
ko fur maligne Erkrankungen lasst sich aus der Mikrokernfrequenz jedoch nicht ableiten.
Auch bei gesunden Personen unterliegt die Zahl von Mikrokernen in Lymphozyten starken
interindividuellen Schwankungen [Gantenberg et al., 1991; Streffer, 1997]. Aus diesen Er-
gebnissen auf ein allgemein erhéhtes Malignomrisiko fir Frauen zu schlieRen, wére mit Si-
cherheit falsch. Dennoch geben die Ergebnisse dieser Studie Anlass, sich weiterhin mit die-
ser Thematik zu befassen. Hieraus kdnnten sich Ansétze fur die Forschung nach den Enste-
hungsmechanismen bestimmter Malignomarten, die eine Geschlechtspraferenz zeigen, ab-

leiten.
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4.2.2 Korrelation von Mikrokernfrequenz und Alter

Ein Zusammenhang zwischen dem Alter der Untersuchten und dem spontanen Auftreten von
Mikrokernen wird in der Literatur diskutiert. In Untersuchungen an menschlichen
Fibroblastenkulturen konnte eine Korrelation zwischen der Zellalterung, der DNS-
Reparaturkapazitat und der Mikrokernfrequenz nachgewiesen werden [Weirich-Schweiger et
al., 1994]. Altere Personen sollen eine héhere Genominstabilitdt und damit gréRere Anzahlen
von Mikrokernen aufweisen als jingere [Diem und Ridiger, 1999]. Diem und Ridiger geben
einen signifikanten Anstieg der Mikrokernfrequenz fir die Gruppe der tber 40-j&hrigen an
[1999].

Die in dieser Arbeit durchgefihrte Korrelationsanalyse von Ergebnissen des Mikrokerntests
und Alter der Untersuchten ergab jedoch keinen Zusammenhang von Mikrokernhaufigkeit
und Alter. Dies mag aber daran liegen, dass die meisten Studienteilnehmer eher der mittle-
ren Altersgruppe angehorten. Dabei lag der Altersdurchschnitt fur Patienten und Kontrollper-
sonen bei 47 Jahren (siehe auch unter 4.1). Personen unter 25 und tUber 69 Jahre waren an
der Studie nicht beteiligt.

Auch Gantenberg et al. konnten beim Vergleich der Mikrokernhaufigkeit in unbehandelten
Lymphozyten keine Altersabhangigkeit beobachten [Gantenberg et al., 1991]. Auch hier wird
dies damit begriindet, dass die Altersspanne der untersuchten Personen ebenfalls zu klein

gewesen sei [Gantenberg et al., 1991].

4.2.3 Vergleich der Mikrokernfrequenzen von Patienten und Kontrollpersonen

Beim Vergleich der Mikrokerntestergebnisse der nierentransplantierten Patienten und der
Kontrollpersonen ergab sich kein signifikanter Unterschied. Nicht anders fielen auch die Ver-
gleiche von mannlichen Patienten und Kontrollpersonen, sowie von weiblichen Patienten und
Kontrollpersonen aus.

Eine gegeniber der Normalbevdlkerung erhéhte Mikrokernfrequenz und damit eine gestei-
gert Genombrichigkeit bei Nierentransplantierten lie3 sich in dieser Studie folglich nicht
nachweisen. Die Ergebnisse deuten vielmehr darauf hin, dass von einer weitgehend gleichen
Haufigkeit von Mikrokernen in Lymphozyten, die keiner DNS-Schadigung ausgesetzt waren,
bei Nierentransplantierten und Gesunden ausgegangen werden kann.

Eine von Gantenberg et al. durchgefihrte Studie diente dem Vergleich der Mikrokernfre-
guenzen bei Patienten mit lympho- und myeloproliferativen Erkrankungen, die zytostatisch

und mit Bestrahlung behandelt worden waren, und gesunden Probanden [Gantenberg et al.,
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1991]. Auch hier ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Mikrokernfrequen-
zen in unbehandelten Lymphozyten beider Gruppen. Eine anschlieRende in vitro-
Bestrahlung der Blutproben erbrachte bis zu einer Dosis von 3,75 Gy Dosis-Antwort-Kurven
der Mikrokernfrequenzen von Gesunden und Erkrankten. Nach einer Bestrahlung mit 5 Gy
ergaben sich fir die Patienten sogar niedrigere Mikrokernzahlen als bei den gesunden Pro-
banden [Gantenberg et al., 1991]. Zwar untersuchte diese Studie ein anderes Patientenkol-
lektiv als diese Arbeit, dennoch ergeben sich insofern Parallelen, als Patienten mit myelopro-
liferativen Syndromen unter Zytostatikatherapie ebenfalls einer starken Immunsuppression
ausgesetzt sind. Diese kommt sowohl durch die Grunderkrankung als auch durch die medi-
kamenten- und strahlungsinduzierte Knochenmarksschadigung zustande. Aus diesem Grun-
de erscheint ein Vergleich beider Studien durchaus berechtigt.

Die Mikrokernhaufigkeiten in allen vier Gruppen schwankten zwischen Werten von 0O oder

1 %o Mikrokernen bis hin zu Mikrokernfrequenzen von 25 %.. Dies ist jedoch nicht weiter

verwunderlich, da auch in der géngigen Literatur von starken interindividuellen Schwankun-
gen der Mikrokernfrequenz berichtet wird [Gantenberg et al., 1991; Streffer, 1997]. Sogar bei
ein und demselben Individuum konnten bei wiederholter Messung Uber einen Zeitraum von
100 Tagen Schwankungen der Mikrokernzahlen zwischen 2,5 und 4,5 Promille beobachtet
werden [Streffer, 1997].

Die Literatur berichtet von erhohtem Auftreten strukturell abnormer Chromosomen bei urdmi-
schen Patienten, bei denen ein bis zu 7-fach erhdhtes Malignomrisiko verzeichnet werden
kann [Matas et al., 1975]. So konnte im Serum uramischer Patienten eine bis zu 4,5-fach
erhdhte Rate von Schwesterchromatidaustauschen gegentiber der Normalbevdlkerung no-
tiert werden. Weitere haufige strukturelle Aberrationen bestanden in Ringchromosomen und
azentrischen Chromosomenfragmenten, wobei eine positive Korrelation zwischen der Hau-
figkeit azentrischer Fragmente und der Dauer der Uramie nachgewiesen werden konnte
[Cengiz et al., 1988]. Dies ist insofern von Interesse, als sich nahezu alle nierentransplantier-
ten Patienten mit Fortschreiten der letztlich zur Transplantation fihrenden Nierenerkrankung
im Stadium der chronischen Niereninsuffizienz befunden hatten. Diese Erkrankungsphase
lag jedoch bei den meisten Patienten Monate bis Jahre zurlick. Die durchschnittlich nach der
Transplantation vergangene Zeit lag bei allen 40 Patienten bei 38,5 Monaten. Durch die U-
berbrickung des Zeitraumes bis zur Transplantation durch Hamodialyse und durch die
Transplantation selbst, wurde einer Anreicherung karzinogener Substanzen im Serum in ei-
nem Ausmal3, wie sie im Stadium des chronischen Nierenversagens auftritt, verhindert. Dies
mag eine Erklarung dafir sein, dass ein Nachweis einer erhéhten Chromosomenbriichigkeit
bei Nierentransplantierten in dieser Arbeit nicht erbracht wurde. Fir zuklnftige Studien, die
sich mit der Mikrokernhaufigkeit bei Nierentransplantierten befassen, ware es von Bedeu-

tung, die Gruppe der untersuchten Patienten genauer nach der Transplantationszeit, nach

89



Medikation und Vorerkrankung, die zur Transplantation gefihrt hat, zu unterteilen. Die Aus-
wirkungen der Dauer der Hamodialyse oder der immunsuppressiven Therapie auf die Ge-
nomstabilitdét konnten differenzierter erfasst werden. Auch die Einflussnahme der unter-
schiedlichen Medikamente und ihrer Kombinationen auf die Chromosomenstabilitdt kénnte
so analysiert werden. Dartber hinaus kdnnten Zusammenhange zwischen zugrundeliegen-

der Nierenerkrankung und Neigung zur Malignomentstehung aufgedeckt werden.

Abbildung 13: Binukledrer Lymphozyt mit Mikrokern

4.2.4 Uberprufung des Einflusses von Cyclosporin A auf die Mikrokernbildung

18 der 40 nierentransplantierten Patienten erhielten das Immunsuppressivum Cyclosporin A
in Kombination mit Methylprednison und Azathioprin oder Mycophenolat Mofetil als immun-
suppressive Langzeitmedikation. Dem Pilzprodukt Cyclosporin A wird in der Literatur eine
nicht unbedeutende Rolle bei der Entstehung maligner Neoplasien zugeschrieben [Penn,
1987; Weinstein et al., 2000; Herman et al., 2001]. So konnte bei in vitro Studien mit
menschlichen Zellen eine direkte genotoxische Wirkung von Cyclosporin A durch die Indukti-
on des Austausches von Schwesterchromatiden nachgewiesen werden [Penn, 1987; Wein-
stein et al., 2000; Herman et al., 2001]. Um einen méglichen Effekt von Cyclosporin A auf die
Entstehungshaufigkeit von Mikrokernen zu erfassen, wurde die Mikrokernhaufigkeit in Lym-

phozyten derjenigen Patienten, in deren Medikationsschema Cyclosporin A neben anderen
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Medikamenten enthalten war, mit der Mikrokernanzahl bei den nierentransplantierten Pati-
enten ohne Cyclosporintherapie verglichen. Beim statistischen Vergleich beider Patienten-
gruppen ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied in der Mikrokernfrequenz. Ein An-
haltspunkt fur die Induktion einer erhéhten Genominstabilitdt durch das Immunsuppressivum
Cyclosporin A ergibt sich folglich aus den Ergebnissen dieser Arbeit nicht.

Bei Lymphozyten des peripheren Blutes, wie sie in dieser Studie als Zellmaterial Verwen-
dung fanden, handelt es sich nicht um eine homogene Zellpopulation. Vielmehr setzen sich
die Lymphozyten des peripheren Blutes aus mehreren Lymphozytensubpopulationen wie T-
Helfer-, T-Suppressor-, zytotoxischen T-Lymphozyten und B-Lymphozyten zusammen. Ge-
rade im Hinblick auf die Erforschung der Auswirkungen der Immunsuppression auf die Ge-
nomstabilitat, ist aber eine Unterscheidung der untersuchten Lymphozyten nach Zugehdrig-
keit zu den einzelnen Lymphozytensubklassen von Bedeutung. Diese unterscheiden sich
nicht nur in ihrer Funktion und Stimulierbarkeit durch verschiedene Substanzen, sondern
auch in ihrer Empfindlichkeit gegentber Mutagenen [Wuttke et al., 1993]. So konnte bei B-
Lymphozyten eine gréRere Empfindlichkeit gegeniber ionisierender Strahlung als bei den
anderen Lymphozytensubpopulationen beobachtet werden. Diese &@uf3erte sich in einer ho-
heren Mikrokernfrequenz bei B-Lymphozyten als bei den anderen Lymphozytensubpopulati-
onen [Wuttke et al., 1993]. Auch durch immunsuppressive Medikamente sind die einzelnen
Lymphozytensubgruppen unterschiedlich in ihrer Funktion und Anzahl betroffen. Um die
Auswirkungen der einzelnen Medikamentengruppen auf molekularer Ebene erfassen zu
kénnen, wére es daher bei der Durchfiihrung des Mikrokerntests an Lymphozyten Immun-
supprimierter von Interesse, zwischen verschiedenen Lymphozytensubgruppen zu unter-
scheiden. Eine Markierung mit spezifischen Lymphozytenantikérpern bei der Durchfihrung

des Mikrokerntests wirde dies erméglichen.

4.3 Comet Assay und Mikrokerntest in gemeinsamer Anwendung

Der Comet Assay und der Mikrokerntest wurden in dieser Arbeit gemeinsam angewendet, da
es sich hierbei um erprobte Verfahren handelt, fir die Lymphozyten als zu untersuchendes
Zellmaterial gut geeignet sind. Die dazu bendtigten Zellzahlen sind zudem relativ gering, was
besonders bei der Verwendung von Blutproben immunsupprimierter nierentransplantierter
Patienten von Bedeutung war.

Die Eignung beider Testverfahren in kombinierter Anwendung zur Erfassung einer geneti-
schen Pradisposition fur erhéhte Strahlenempfindlichkeit, die sich sowohl in einem Defizit der

DNS-Reparaturfahigkeit als auch in einer Fehlregulation des Zellzyklus auf3ert, wurde bereits
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erfolgreich erprobt [Streffer, 1997]. Auch der Vergleich beider Testverfahren an gesunden
Probanden ergab eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse beider Verfahren [Diem und
Rudiger, 1999].

Aus diesem Grunde wurden beide Verfahren auch in dieser Arbeit bei der Suche nach gene-
tischen Veranderungen bei Nierentransplantierten unter Langzeitimmunsuppression in Kom-
bination verwendet. Dies ermgglichte sowohl eine Erfassung der DNS-Sensitivitat gegentber
mutagenen Substanzen und der Aktivitat und Effektivitdt der DNS-Reparaturmechanismen
als auch eine Uberprifung der Stabilitit des Genoms dieses Patientenkollektivs. Die Inzi-
denz von Mikrokernen wird nachweisbar von DNS-Reparaturvorgangen beeinflusst. So liel3
sich zeigen, dass DNS-Schaden in Lymphozyten, die normalerweise durch Exzisionsrepara-
turmechanismen behoben werden, sich innerhalb eines Zellzyklus durch Zugabe von Inhibi-

toren der Reparaturenzyme in Mikrokerne umwandeln [Fenech und Neville, 1992].

4.4 Korrelation der DNS-Migration und der Mikrokernbildung

Von Interesse war im Rahmen dieser Studie auch die Frage nach einem nachweisbaren Zu-
sammenhang zwischen dem Ausmafd der Schadigung in den Lymphozytenreparaturversu-
chen und der Mikrokernfrequenz. Eine positive Korrelation zwischen einer erhéhten Muta-
gensensitivitdt und herabgesetzten Reparaturkapazitat sowie einer erhéhten Genominstabili-
tat ist wahrscheinlich. Der Nachweis einer hochsignifikanten Korrelation der Mikrokernfre-
guenz in Lymphozyten, die nicht mit einem Fremstoff inkubiert oder bestrahlt worden waren,
mit Ergebnissen des Comet Assays wurde bereits erbracht [Diem und Ruidiger, 1999]. Um
solche Zusammenhange auch in dieser Studie aufzudecken, wurde fir jeden Studienteil-
nehmer mit im Rahmen ein und derselben Blutenthahme gewonnenen und eingefrorenen
Lymphozytenproben sowohl ein Lymphozytenreparaturversuch als auch ein Mikrokerntest
durchgefihrt.

Ein Vergleich der Mikrokernhaufigkeiten mit den DNS-Migrationen fur die Kontrolle mit Aqua
bidest. wurde bei nierentransplantierten Patienten und Kontrollpersonen durchgefuhrt. Er-
fasst wurden so die DNS-Migrationen bei nur mit der Kontrollsubstanz behandelten Lympho-
zyten, also ohne Zusatz von NDEA. Die Korrelationsanalyse ergab jedoch keine signifikante
Korrelation.

Mogliche Grunde hierfir werden jedoch beim Vergleich von Mikrokerntest und Comet Assay
bezlglich ihrer Gemeinsamkeiten und Unterschiede offenkundig. Der Comet Assay ist eine
sensitive Methode, mit deren Hilfe Einzelstrangbriiche und alkalilabile Stellen in der DNS

nicht-proliferierender Einzelzellen aufgedeckt werden kénnen [Diem und Rudiger, 1999]. Er
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eignet sich, um quantitative Schaden an der Erbinformation zu untersuchen, die durch die
Einwirkung bestimmter mutagener Substanzen oder ionisierender Strahlung entstanden sind.
Eine Lokalisation des Ortes der Schadigung in der DNS erlaubt er in einfacher Anwendung
jedoch nicht. Daneben ermoglicht der Comet Assay eine Untersuchung der Reparaturkinetik
geschadigter DNS wahrend eines Beobachtungszeitraumes [Singh et al., 1991]. Diese An-
wendung fand der Comet Assay auch in der vorliegenden Arbeit: Zum einen wurde die Mu-
tagensensitivitat der DNS in Lymphozyten Nierentransplantierter gegeniiber der Substanz
NDEA untersucht, die sich in einer Zunahme von DNS-Strangbriichen dul3erte. Zum anderen
wurde die Effektivitat der DNS-Reparaturvorgange, die zur Behebung dieser Schaden fih-
ren, Uber einen Zeitraum von 60 Minuten beobachtet.

Im Mikrokerntest werden anders als im Comet Assay proliferierende Zellen untersucht. Dabei
deckt der Mikrokerntest groRRere strukturelle Veranderungen der Chromosomen auf [Lasne et
al., 1984]. Die Entstehung von Mikrokernen liegt in einer fehlerhaft verlaufenden Karyokine-
se, Kernteilung, bei regelrecht erfolgter Zytokinese, Zytoplasmateilung, begriindet. Dabei
werden entweder azentrische Chromosomenfragmente, ganze Chromatiden oder sogar voll-
standige Chromosomen nicht in einen der beiden neu entstehenden Tochterkerne aufge-
nommen. Stattdessen erscheinen sie nach abgelaufener Mitose als Chromatinpartikel im
Zytoplasma einer der beiden Tochterzellen.

Mikrokerne kdnnen einerseits durch Briche im Bereich der Chromosomen entstehen. Diese
haben ihre Ursache in einer individuellen genetisch bedingten Instabilitat durch einen erbli-
chen Defizit der DNS-Reparaturmechanismen [Hsu, 1987] oder riihren von der Einwirkung
mutagener Substanzen oder ionisierender Strahlung her [Gantenberg et al., 1991; Streffer,
1997]. Derartige Mikrokerne enthalten azentrische Chromosomenfragmente und entstehen
meist wahrend der Anaphase einer mitotischen Teilung [Degrassi und Tanzarella, 1988].
Daneben kénnen Mikrokerne aber auch durch eine entweder genetisch bedingte oder durch
Substanzen wie Colchicin ausgeldste Fehlfunktion des Spindelapparates zustande kommen.
Auf solche Art entstandene Mikrokerne enthalten zumeist ganze Chromosomen und entste-
hen in der Metaphase einer mitotischen Zellteilung [Degrassi und Tanzarella, 1988]. Die Fol-
ge fur eine der beiden Tochterzellen bei der Bildung solcher Mikrokerne wahrend einer Mito-
se ist ein aneuploider Chromosomensatz.

Der Mikrokerntest kann somit Stérungen in der Verteilung der Chromosomen wéahrend einer
mitotischen Zellteilung aufdecken, die Art der zugrundeliegenden Kernstérung kann jedoch
nicht identifiziert werden [Schmid, 1975].

Auch bei der Untersuchung der Mikrokernfrequenz in dieser Arbeit kann keine Aussage dar-
Uber gemacht werden, auf welche Weise die Mikrokerne entstanden sind: ob durch Briiche in

den Chromosomen oder durch Fehlfunktion des Spindelapparates.
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Genauere Angaben Uber die Entstehung von Mikrokernen erméglichen erst Zusatzuntersu-
chungen wie Immunfluoreszenzfarbung von Kinetochoren in Mikrokernen mittels markierter
Antikorper [Degrassi und Tanzarella, 1988] oder die Messung der Grol3e [Yamamoto und
Kikuchi, 1980] und des DNS-Gehaltes der Mirkokerne [Pincu et al., 1985].

Dies zeigt, dass beide Verfahren zumindest zum Teil verschiedene Angriffspunkte im Zellor-

ganismus haben und nur partiell gemeinsame Funktionen Uberprifen.

4.5 Erklarungsmodelle

In dieser Studie konnte kein Nachweis einer erhéhten Mutagensensitivitdt und reduzierten
DNS-Reparaturkapazitat bei Nierentransplantierten erbracht werden, auch eine erhohte Ge-
nominstabilitat wurde im Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe nicht beobachtet. Be-
grindungen der erhéhten Malignominzidenz bei Nierentransplantierten werden durch die
Ergebnisse dieser Arbeit nicht geliefert. In der Literatur werden mehrere Hypothesen Uber
die Ursachen des erhdhten Krebsrisikos bei chronisch immunsupprimierten Organtransplan-
tierten diskutiert [Penn, 1988b]. Auf jeden Fall muss von einer komplexen Interaktion mehre-

rer Faktoren, die letztendlich zur Karzinomentstehung fihrt, ausgegangen werden.

4.5.1 Die durch die immunsuppressive Therapie bedingte Abwehrschwachung gegeniber

entarteten Zellen

Die medikamentts induzierte chronische Immunsuppression fihrt nicht nur zu einer vermin-
derten Infektabwehr des Organismus, sondern auch zu einer verschlechterten Abwehr und
Vernichtung der auch unter Normalbedingungen immer wieder durch die Einwirkung von
Karzinogenen und Kokarzinogenen entstehenden entarteten Zellen. Die hierbei beteiligten T-
Helferlymphozyten und zytotoxischen Lymphozyten sind durch die Medikamentenwirkung
sowohl in ihrer Zahl als auch in ihrer Migrationsfahigkeit und Funktion eingeschrankt [Penn,
1988b]. Neu entstandene maligne Zellen kénnen somit nicht mehr ausreichend eliminiert

werden.
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4.5.2 Chronische Antigenstimulation

Durch das Transplantat selbst, durch die wiederholten Bluttransfusionen, die haufige Gabe
von Blutprodukten und die daraus wie auch durch die Immunsuppression resultierenden
zahlreichen Infektionen, kommt es im Organismus zu einer chronischen Antigenstimulation.
Diese l6st letztlich eine Uberstimulation des Immunsystems aus. Die in einem gesunden Or-
ganismus intakten Feedback-Regulationsmechanismen funktionieren nicht mehr ausrei-
chend, wodurch es zu einer verringerten Kontrolle Giber das Ausmaf} von Immunreaktionen
und zu einer UberschieRenden Lymphozytenproliferation kommt [Hanto et al., 1981;
Penn,1988b]. Diese birgt durch die vermehrte Entstehung entarteter Klone von B- und T-
Lymphozyten ein erhéhtes Risiko fir die Lymphomentstehung [Hanto et al., 1981]. Daraus
erklart sich mitunter die haufige Inzidenz von lymphoproliferativen Erkrankungen wie Non-
Hodgkin-Lymphomen bei Immunsupprimierten [Hanto et al., 1981; Penn, 1988b]. Dieser ge-
nerelle Regulationsverlust bedingt eine weitere Schwachung der Abwehrfunktionen des oh-
nehin supprimierten Immunsystems und ermdglicht so die Entstehung weiterer Malignomatr-
ten [Penn, 1988b].

4.5.3 Die Rolle onkogener Viren

Die herabgesetzte Abwehrfunktion gegeniber Infektionserregern und die vermehrte Exposi-
tion gegentber Blut und Blutprodukten begiinstigt eine Neuinfektion mit oder eine Reaktivie-
rung von bereits im Korper befindlichen onkogenen Viren. Dazu zahlen das Epstein-Barr-
Virus (EBV), das Herpes simplex-Virus (HSV), das Humane Papillomavirus (HPV), das He-
patitis-B- und C-Virus, oder das HI-Virus.

Gerade das EBV-Virus wird fur die erhdhte Entstehung lymphoproliferativer Erkrankungen,
die ihren Ausgang von B-Lymphozyten nehmen, bei Nierentransplantierten verantwortlich
gemacht [Hanto et al., 1983; Hoshida et al., 1997]. Ein Zusammenhang zwischen der Hau-
fung maligner Lymphome und einer Infektion mit EBV wird vermutet. Dabei wird ein flieRen-
der Ubergang von lymphozytarer Hyperplasie bzw. benignen Lymphomen mit polyklonaler
Lymphozytenvermehrung zu malignen Lymphomen durch die unkontrollierte monoklonale
Vermehrung einer entarteten Zelle angenommen [Hanto et al., 1983]. Die Rolle des Epstein-
Barr-Virus (EBV) bei der Entstehung von Karzinomen des Magen-Darmtraktes unter Lang-
zeitimmunsuppression konnte in zahlreichen Studien nachgewiesen werden [; Suzuki et al.,
1993].

Das Hepatitis B und C Virus ist an der Entstehung von hepatozelluldaren Karzinomen bei ge-

sunden Personen wie auch bei nierentransplantierten Patienten beteiligt.
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Die Mitbeteiligung der Typen 16 und 18 des Humanen Papillomavirus bei der Entstehung
von Karzinomen des Genitoanalbereichs ist auch bei nierentransplantierten Patienten von
Bedeutung [zur Hausen, 1989]. Hier spielen diese Subtypen sowohl bei der Genese dieser
bekannten Karzinomformen wie auch bei der von Karzinomen des Ubergangepithels im Uro-
genitaltrakt eine erhebliche Rolle [Noel et al., 1994]. Daneben konnte auch die Anwesenheit
verschiedener Subtypen des Humanen Papillomavirus in Plattenepithelkarzinomen des Hals-
Nasen- und Ohrenbereichs nierentransplantierter Patienten in histologischen Untersuchun-
gen nachgewiesen werden [Bradford et al., 1990].

Eine Assoziation des Kaposi-Sarkoms mit einer Infektion mit dem Humanen Herpesvirus 8,
die unter Immunsuppression haufig nachweisbar ist, wird in der Literatur ebenfalls allgemein

angenommen [Alkan et al., 1997].

4.5.4 Die direkte DNS-Schadigung durch Medikamente und Umweltfaktoren

DarlUberhinaus darf auch die direkte DNS-Schadigung durch Medikamente wie beispielswei-
se Alkylantien, die zur Entstehung von Leukamien und Blasenkarzinomen fiihren kénnen,
nicht vergessen werden. Die karzinogene Wirkung von UV-Licht und Viren kann zudem
durch derartige Medikamente verstarkt werden, was das vermehrte Auftreten von Lichtder-
matosen und Malignomen der Haut erklart [Bouwes Bavinck et al., 1996; Bouwes Bavinck et
al., 1995]. Auch auf die Rolle des Antimetaboliten Azathioprin und seines Metaboliten 6-
Mercaptopurin bei der Entstehung von Plattenepithelkarzinomen muss in diesem Zusam-
menhang hingewiesen werden. Azathioprin ist das Derivat von 6-Mercaptopurin und wird als
Immunsuppressivum zur Pravention von TransplantatabstoRungsreaktionen eingesetzt. Der
Wirkmechanismus von Azathioprin, wie auch der von 6-Mercatopurin, besteht in der Hem-
mung der de novo Purinsynthese. Beide Substanzen blockieren das Enzym Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase, indem sie, bedingt durch ihre Strukturéhnlichkeit mit na-
turlich vorkommenden Substraten, als Antimetaboliten dieser Substanzen an das Enzym
binden. Das Resultat ist eine Stoérung der Purin- und damit der DNS- und RNS-Synthese.
Azathioprin und 6-Mercaptopurin zeigen Uber diesen Mechanismus hemmende Effekte auf
die einzelnen, bei der Immunantwort beteiligten Lymphozytensubpopulationen wie B- und T-
Zellen sowie Naturliche Killerzellen. Insbesondere der Metabolit 6-Mercaptopurin spielt eine
Rolle bei der Entstehung von Plattenepithelkarzinomen von Haut und Schleimhauten [Taylor
und Shuster, 1992; Glover et al., 1994; Bottomley et al., 1995].
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4.6 Ausblicke

Die Malignomentstehung unter chronischer Immunsuppression ist eine komplexe Thematik,
bei deren Erforschung von einer Interaktion zahlreicher, zum Teil unbekannter Faktoren aus-
gegangen werden muss. Dies belegen auch die oben dargestellten, unterschiedlichen Erkl&-
rungsmodelle anderer Untersucher. Experimentelle Studien ermdglichen es, mit Hilfe be-
stimmter etablierter Verfahren, Einblicke in die mdglicherweise beteiligten Mechanismen zu
erhalten und diese zu analysieren. Die vorliegende Arbeit beschéftigte sich mit der DNS-
Mutagensensitivitat und Reparaturkapazitdt sowie mit der Genomstabilitat in Lymphozyten
nierentransplantierter Patienten anhand zweier erprobter quantitativer Verfahren, dem Comet
Assay und dem Mikrokerntest. Den mit diesen Methoden gewonnenen Ergebnissen zufolge
kann nicht von einer dem Normalkollektiv gegenlber erhdhten Einschréankung der DNS-
Reparatur oder von einer vermehrten Empfindlichkeit und Instabilitdt des Genoms Nieren-
transplantierter ausgegangen werden. Dies sind wichtige Anhaltspunkte fur die weitere Ursa-
chenforschung.

Gerade der Comet Assay als etabliertes Verfahren bietet Mdglichkeiten zu weiteren Modifi-
kationen, die genauere Ruckschlisse auf die Reparaturmechanismen der DNS erlauben, so
zum Beispiel in Kombination mit der Flureszenz-in-situ-Hybridisierung zur Markierung ver-
schiedener Chromosomen. Somit waren auch qualitative Aussagen Uber Mutagensensitivitéat
und Reparaturkapazitdt moéglich und eventuelle Pradilektionsstellen des Genoms kénnten
aufgedeckt werden. Die Entwicklung der Kombination beider Verfahren steht jedoch noch am
Anfang.

Eine Modifikation des Mikrokerntests, beispielsweise durch Markierung einzelner Lymphozy-
tensubpopulationen mittels spezifischer Antikdrper gegen Lymphozytenmarker, kdnnte bei
der Analyse der immunsuppressiven Medikamentenwirkung von Interesse sein. Die Auswir-
kungen bestimmter Substanzklassen auf die Genomstabilitdt und damit auch auf die Repara-
turkapazitat der einzelnen Lymphozytenklassen kdnnten somit genauer erforscht werden.
Allerdings liefert jede Studie nur Einblicke in einen Ausschnitt der komplexen Thematik, die
von vielen anderen Faktoren mitbestimmt wird, welche mit einer Methode allein nicht zu er-
fassen sind. Erst die Ergebnisse zahlreicher weiterer Forschungen mit verschiedenen Me-
thoden wie auch die Durchfihrung klinischer Langzeitstudien auf diesem Gebiet werden es
ermdglichen, in ihrer Gesamtheit ein Bild von den an der Karzinogenese beteiligten Mecha-
nismen zu entwerfen.

Fur die Organtransplantation ist es wichtig, der erhéhten Malignominzidenz als einer ihrer
gravierendsten Nebenwirkungen, die notwendige Aufmerksamkeit zukommen zu lassen. Die
umfassende Auseinandersetzung mit dieser Problematik wird auch weiterhin Aufgabe der

Forschung sein.
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5. Zusammenfassung

Die Transplantation gesunder Organe, insbesondere der Nieren, zur Therapie unheilbarer
Erkrankungen stellt eine der bedeutendsten Errungenschaften der modernen Medizin dar.
Die zur Vermeidung der OrganabstoB3ung erforderliche langzeitige Immunsuppression bein-
haltet jedoch auch ein gegentiber der Normalbevolkerung erhéhtes Risiko fur die Entstehung
maligner Erkrankungen, so vor allem von Plattenepithelkarzinomen der Haut und malignen
Lymphomen. Auffallig ist weiterhin auch die vermehrte Aggressivitat dieser Malignomerkran-
kungen, die sich in rascher Progredienz und Metastasierung und damit verbundener erhéhter
Letalitéat aul3ert. Als mogliche Ursache dieser Phdnomene kommen eine erhdhte Mutagen-
sensitivitat der DNS, wie auch eine reduzierte Reparaturkapazitdt der DNS-
Reparaturmechanismen durch die chronische Behandlung mit immunsuppressiven Medika-

menten in Betracht.

Ziel dieser Arbeit sollte es daher sein, anhand der etablierten Verfahren Comet Assay und
Mikrokerntest, Aussagen Uber die Reparaturkapazitdt und die Genomstabilitdt bei nieren-

transplantierten Patienten zu ermaéglichen.

Untersucht wurde ein Kollektiv von 40 nierentransplantierten Patienten, darunter 21 Méanner
und 19 Frauen, denen ein Kontrollkollektiv von ebenfalls 21 M&nnern und 19 Frauen zum
Vergleich gegenlbergestellt wurde. Als zu untersuchendes Zellmaterial dienten Lymphozy-

ten des peripheren Blutes.

Der Comet Assay wurde als quantitatives Verfahren zur Bestimmung fremdstoffinduzierter
DNS-Schaden an einzelnen, nicht proliferierenden Zellen eingesetzt. Die Untersuchung von
DNS-Reparaturereignissen uber einen definierten Zeitraum wurde hierdurch ermdglicht.
Nach Induktion eines DNS-Schadens durch Zugabe eines mutagenen Agens wurden uber
einen Zeitraum von 60 Minuten Reparaturereignisse an der DNS von Lymphozyten quantita-

tiv erfasst.
Der Mikrokerntest wurde als quantitatives Verfahren zur Untersuchung erhéhter Genomin-

stabilitdt sowohl aufgrund individueller Disposition als auch als Folge der Einwirkung muta-

gener Substanzen verwendet. Eine erhdhte Genominstabilitat, wie sie in der Bildung von
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Mikrokernen zum Ausdruck kommt, kann ihre Ursache sowohl in einer erhéhten Mutagen-
sensitivitat als auch in einem Defizit der DNS-Reparaturmechanismen haben.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Mikrokerntest an unbehandelten Lymphozyten der Pa-
tienten- und der Kontrollgruppe durchgefiihrt, um Aussagen Uber die spontane Brichigkeit

des Genoms in beiden Gruppen zu erlauben.

Die Ergebnisse der mit der Methode des Comet Assays durchgefiihrten Lymphozytenrepara-
turversuche zeigten bei Nierentransplantierten weder eine erhéhte Sensitivitat gegentber
Mutagenen noch eine dem Normalkollektiv gegeniiber reduzierte DNS-Reparaturkapazitat.
Vielmehr wurden beim Vergleich der Mediane der DNS-Migrationen mitunter signifikant ver-
minderte Reparaturaktivitaten der Lymphozyten-DNS des Kontrollkollektivs beobachtet. Beim
Vergleich der Mittelwerte dagegen ergab sich zu den meisten Versuchszeitpunkten kein sig-
nifikanter Unterschied zwischen Nierentransplantierten und Kontrollpersonen.

Bei der Durchfihrung des Mikrokerntests wurden bei Nierentransplantierten wie auch bei
Kontrollpersonen keine signifikanten Unterschiede der Mikrokernfrequenzen verzeichnet. Bei
den weiblichen Studienteilnehmern fanden sich insgesamt signifikant héhere Mikrokernraten
als bei den méannlichen, unabhangig davon, ob diese zum Patienten- oder Kontrollkollektiv

gehorten.

Somit konnte die Hypothese, dass bei Nierentransplantierten mit einer erh6hten Sensitivitat
der DNS gegenuber schadigenden Substanzen oder mit einer Reduktion der DNS-
Reparaturfahigkeit zu rechnen sei, durch die Ergebnisse dieser Studie nicht gestitzt werden.
Da es sich bei der Karzinogenese jedoch um einen komplexen Prozess handelt, bei dem
zahlreiche Faktoren beteiligt sind, kommt auch in Zukunft der Forschung nach mdéglichen
Ursachen groR3e Bedeutung zu. Nur durch Kenntnis der beteiligten Mechanismen und durch
die Einschrankung der damit verbundenen Risiken ist ein verbessertes Langzeitiiberleben

organtransplantierter Patienten maoglich.
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6.2 Tabellen

Tabelle la: Vorerkrankungen, Transplantations- und Hamodialysezeit der ménnlichen nie-

rentransplantierten Patienten

Nr. Alter Diagnose Tx-Nr. Simultan-Tx Tx-Zeit HD-Zeit
[Monate] | [Monate]
1 31 | angeborene Fehlbildung der 1 36
Nieren
2 34 Ig A-Nephritis 1 44 18
3 38 Refluxnephropathie 2 155 23
4 39 Diabetes mellitus Typ | 1 Niere/Pankreas 6 24
5 41 chronische Glomeruloneph- 2 61 126
ritis
6 42 chronische Glomeruloneph- 2 192 72
ritis
7 42 Ig A-Nephritis 1 5 99
45 Analgetikanephropathie 2 55 68
9 45 membrano-proliferative 2 58 116
Glomerulonephritis
10 46 chronische Glomerulone- 2 58 116
phritis
11 a7 membranoproliferative Glo- | 1(LS) 26 65
merulonephritis
12 a7 Ig A-Nephritis 1 13 61
13 a7 chronische Glomeruloneph- 1 14 72
ritis
14 48 Ig A-Nephritis 1 1 80
15 49 chronische Glomeruloneph- 3 52
ritis
16 53 chronische Glomeruloneph- 1 17
ritis
17 53 Diabetes mellitus Typ | 1 33 94
18 56 interstitielle Nephritis 1 57 76
19 59 Alport-Syndrom 2 192
20 63 Diabetes mellitus Typ | 1 24
21 65 chronische Glomeruloneph- 2 50 87
ritis
MW 54,7 74,8
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Tabelle 1b: Vorerkrankungen, Transplantations- und Hamodialysezeit der weiblichen nierentransplan-

tierten Patienten

Nr. Alter Diagnose TX. Simultan-Tx Tx-Zeit HD-Zeit
[Monate] | [Monate]

1 26 Refluxnephropathie 1 2 2

2 32 Refluxnephropathie 1 3 72

3 34 Refluxnephropathie 1 119

4 34 Diabetes mellitus Typ | 1 Niere/Pankreas 14 16(CAPD)
5 36 Diabetes mellitus Typ | 2 Niere(2)/Pankreas(1) 69

6 43 Ig A-Nephritis 1 32 46

7 44 Diabetes mellitus Typ | 3 Niere(3)/Pankreas(2) 32 102

8 45 Schrumpfnieren bds. 1 108 149

9 45 chronische Glomeruloneph- | 1 2 25

ritis
10 45 Diabetes mellitus Typ | 1 17 70
11 50 systemischer Lupus erythe- | 1 28
matodes
12 51 Sklerodermie 1 99
13 51 M. Wegener 1 4 100
14 52 Diabetes mellitus Typ I, pri- 1 60 40(CAPD)
mare Amyloidose
15 57 Zystennieren bds. 1 26 42
16 59 M. Wegener, polyzystische 1 4 94
Nieren bds.
17 62 chronische Glomeruloneph- | 1 9 57
ritis
18 63 chronische Glomeruloneph- | 1 43 93
ritis, Einzelniere rechts
19 69 Diabetes mellitus Typ I, po- | 2 2.Tx: Doppeltrans- 200 36
lyzystische Nieren (Potter III) plantation zweier Nie-
ren

MW 40,8 64,2

zu Tabelle 1a, b: Tx-Zahl=Anzahl der Transplantationen; Tx-Zeit=Transplantationszeit; Si-
multan-Tx=simultane Transplantation von Niere und Pankreas; HD-Zeit=Dauer der Hamodia-
lyse; LS=Lebendspende

Leerzeilen entsprechen nicht mehr zu erhebenden Daten
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Tabelle 2a: Immunsuppressive Therapie der mannlichen nierentransplantierten Patienten

Nr. Medikament 1 Medikament 2 Medikament 3
1

2 Cyclosporin A Methylprednison
3 Tacrolimus MMF Methylprednison
4 MMF Methylprednison
5 Tacrolimus MMF Methylprednison
6 Cyclosporin A MMF Methylprednison
7 MMF Methylprednison
8 Tacrolimus MMF Methylprednison
9 Cyclosporin A MMF Methylprednison
10 Tacrolimus MMF Methylprednison
11 Cyclosporin A Methylprednison
12 Cyclosporin A Methylprednison
13 Tacrolimus MMF Methylprednison
14 Cyclosporin A Methylprednison
15 Tacrolimus MMF

16 Cyclosporin A MMF Methylprednison
17 Cyclosporin A MMF

18 MMF Methylprednison
19 Cyclosporin A MMF Methylprednison
20 Methylprednison
21 Cyclosporin A MMF Methylprednison
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Tabelle 2b: Immunsuppressive Therapie der weiblichen nierentransplantierten Patienten

Nr. Medikament 1 Medikament 2 Medikament 3
1 Cyclosporin A Azathioprin Methylprednison
2 Cyclosporin A Azathioprin Methylprednison
3
4 Cyclosporin A MMF Methylprednison
5 Tacrolimus MMF Methylprednison
6 MMF Methylprednison
7 Tacrolimus MMF Methylprednison
8 Cyclosporin A Azathioprin Methylprednison
9 Cyclosporin A Azathioprin Methylprednison
10 MMF Methylprednison
11 MMF Methylprednison
12 Tacrolimus MMF Methylprednison
13 Tacrolimus MMF Methylprednison
14 MMF
15 MMF
16 Sirolimus MMF Methylprednison
17 Cyclosporin A Azathioprin Methylprednison
18 Sirolimus Methylprednison
19 Cyclosporin A MMF Methylprednison

zu Tabelle 2a, b: Tacrolimus=FK 506; MMF=Mycophenolat Mofetil; Sirolimus=Rapamycin

Leerzeilen entsprechen nicht mehr zu erhebenden Daten
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